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Einleitung. 


Hine der wichtigsten Fragen der allgemeinen Physiologie ist das Problem 
| der Durchlassigkeit der lebenden Zelle, d.h. die Frage, wie die lebende Zelle - 
sich zu den gelésten Stoffen in der sie umgebenden Lésung bzw. in der Va- 
kuole oder im Plasma verhalt, fiir welche Molekiilarten die Zelle undurchlassig 
ist, welche sie wiederum aus der Aussenlésung ins Innere dringen lasst oder 
umgekehrt, mit welcher Geschwindigkeit dies hinsichtlich der verschiedenen 
Stoffe vor sich geht, und schliesslich, welcher Mechanismus allen diesen kompli- 
zierten Erscheinungen zugrunde liegt. 

Am Anfang der wissenschaftlichen Forschungsarbeit iiber die Zelldurch- 
lassigkeit stehen die Untersuchungen von NAGELI, DE VRIES und PFEFFER. 
Hine neue Phase in der Permeabilitatsforschung eréffnete ERNST OVERTON 
(1895—1907) sowohl durch die Planmassigkeit, mit der er das Problem in 
Angriff nahm, wie auch durch seine geniale, auf jahrzehntelange Forschungen 
basierte Hypothese der Stoffaufnahme in lebenden Protoplasten. Nach Over- 
ton ist die Permeabilitatsforschung sehr in die Breite gewachsen, und die das 
Durchlassigkeitsphanomen behandelnde Literatur ist dusserst umfangreich 
(vgl. z. B. Stines 1921—23, Jacoss 1924, HOBER 1926 u. 1927). 

Welches ist der jetzige Stand dieser Forschung? Ist heute — nach ungefahr 
fiinfzig Jahren intensiver Forschung — das Verhalten verschiedenartiger 
lebender Zellen zu verschiedenartigen gelésten Substanzen aufgehellt, und 
ist man iiber den Mechanismus der Zellenpermeabilitat im Klaren? 

W. Stites (1924—23 §. 257) antwortet hierauf: »— — — it cannot be too 
strongly emphasized that what are wanted to lay the foundations of a proper 
understanding of the phenomena of permeability in plants are facts, and par- 
ticularly quantitative data. When these are abundant where they are now 
scanty we may be able to formulate more definitely the laws governing the 
interchanges of substances between the cell and its surroundings, and so be 
in a much better position for understanding not merely the mechanism of cell 
permeability, but also the life of the plant as a whole.» 

_ -M.H. Jacops (1924 S. 156) entwickelt ganz ahnliche Gedanken: »In conclu- 
sion, it may be emphasized that what is most needed in the field of cell per- 
meability at the present day is facts. When sufficient accurate quantitative 
data covering a wide range of material and based upon a sufficient number of 
independent methods have become available, a satisfactory theory will fol- 
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low as a matter of course. Until that time, speculations should be reduced 


to a minimum.» 
Diese Urteile zeigen deutlich den Charakter der meisten bisherigen Permea- 
bilitatsforschungen: den Mangel an quantitativen Versuchsdaten und die 


Neigung zu weitlaufigem, auf ein unzulingliches Tatsachenmaterial basier-— 


tem Theoretisieren. Man kann wohl sagen, dass nur Overton’s theoretische 
Anschauungen eine einigermassen ausreichende experimentelle Grundlage 
haben. Overton’s Verédffentlichungen haftet nur der grosse Mangel an, dass er 
seine Originalversuchsprotokolle nicht vorgelegt hat, wenigstens nicht betreffs 
der Pflanzenzellen, und dass seine Angaben iiber die Fahigkeit verschiedener 
Stoffe, in die Zelle oder aus der Zelle heraus zu permeieren, leider recht unbe- 
stimmt sind — unbestimmter, als es wohl eigentlich im Hinblick auf seine Ver- 
suchsergebnisse der Fall zu sein brauchte. Spatere Permeabilitatsforscher 


haben diesem Mangel an zahlenmassigen Versuchsdaten nicht in hinreichen- - 


dem Masse abgeholfen, so dass die Forderung nach mehr derartigen Fakten 
und weniger Theorie offenbar vollkommen berechtigt ist. 

Wer sich heutzutage an die Erforschung der Durchlassigkeit der lebenden 
Zelle macht, muss sich also die Feststellung quantitativer Tatsachen zum Ziel 
setzen. 

Die schwachen Elektrolyte, und besonders die schwachen Basen, sind bei 
den bisherigen Permeabilitatsforschungen in dieser Hinsicht wohl am schlech- 
testen weggekommen. 

Vorliegende Studie méchte einen Versuch darstellen, diesem Mangel abzu- 


helfen. Angewandt wurden farblose, schwache Stickstoffbasen von verschie-: 


dener physikalischer, chemischer und physiologischer Natur, und die Aufgabe 
bestand nun darin, zu méglichst quantitativen Angaben iiber das Eindringen 
dieser Verbindungen in verschiedenartige lebende Pflanzenzellen zu gelangen. 


i 


1. Die allgemeinen Grundsadtze bei der Untersuchung des Per- 
meiervermdgens von schwachen Basen. 


Vor der Inangriffnahme des eigentlichen Themas diirfte es zweckent- 
sprechend sein, verschiedene, speziell bei den Permeabilitatsuntersuchungen 
mit schwachen Elektrolyten zu beachtende Hauptprinzipien zu behandeln, 
die zum Teil auch eine allgemeine, die gesamte Permeabilitatsforschung be- 
riihrende Bedeutung haben. 


1. Lebenszustand der Zelle wiahrend des Versuchs. 


Erste unbedingte Forderung bei der Erforschung der Durchlassigkeit der 
lebenden Zellen ist natiirlich, dass die Zellen die ganze Zeit wirklich lebend sind, 
und diese Forderung setzt besondere Sorgfalt voraus, wenn Verbindungen zu- 
untersuchen sind, welche in wasseriger Lésung auf die lebende Zelle mehr 
oder weniger giftig wirkende H’- und OH’-Ionen abscheiden, wie es bei Sauren 
und Basen der Fall ist. Diese Forderung ist — leider — bei vielen wichtigen, 
. friiheren Untersuchungen nicht gentigend beachtet worden, und die Folge 

war — zumal da grosse Autoritaten unkritisch waren —, dass verschiedene 
irrige Ansichten lange Zeit hindurch sich behauptet haben. Das beste Beispiel 
dafiir bietet PFEFFER’s (1877 S. 140) Behauptung, dass die starken Sauren 
und Basen mit Leichtigkeit in die lebende Zelle permeieren.. Dieser Ansicht 
hat sich trotz OvERTON’s berichtigender Untersuchungen (1895 u..a.) auch 
RuBLAND (1912) angeschlossen, offenbar infolge ungenauer Beobachtung des 
Lebenszustandes der Zellen wahrend der Versuche. Heute halt man ja die 
Permeabilitat der lebenden Zelle gegeniiber starken Sauren und Basen fiir so 
gering, dass sie mit den iiblichen Methoden kaum zu erkennen sein diirfte 
(OVERTON 1. c., Harvey 1911—1914, BRENNER 1918 u.a., vel. auch HOBER 
41926 u. 1927). 

Zu dieser ersten Forderung, fiir die bei Anwendung der iiblichen Permea- 
bilitatsbestimmungsmethoden Kriterien nicht besonders schwer zu finden 
sind, tritt noch vertiefend eine andere hinzu, die ihrer Natur nach kompli- 
zierter und schwerer zu verwirklichen ist: die Permeabilitat der zu untersuchen- 
den, dauernd lebenden Zelle darf sich unter dem Einfluss der bei diesen Ver- 
suchen oft schwer vermeidbaren, anomalen VerhAaltnisse nicht verandern, oder 
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wenn sie es tut, muss man die Richtung und Grésse der Veranderung kennen. 
Die Permeabilitatsmonographien (Stes 1921—1923, Jacops 1924, HOBER 
1926 u. a.) fiihren zahlreiche Beispiele an, welche die Wichtigkeit dieses Grund- 
satzes beleuchten. 


2. Welche Bedeutung haben die undissoziierten Molekiile und Ionen berm Per- 
meieren einer schwachen, farblosen Stickstoffbase? 


Um das Permeiervermégen schwacher farbloser Stickstoffbasen zu be- 
stimmen, verfahrt man im allgemeinen wie folgt: man legt die betreffende Zelle 
in eine Lésung der zu untersuchenden Base, und aus den dann in Erscheinung 
tretenden Prozessen (Farbenveranderung eines Indikators bei Steigerung der 
OH’-Ionenkonzentration, Bildung von Niederschlag usw.) schliesst man, ob 
die Base permeiert oder nicht. Diese sichtbaren Vorgange in der Zelle k6nnen 
nun entweder daher riihten, dass die undissoziierten Basenmolekiile der 
Aussenlésung permeiert haben oder aber daher, dass die Basenkationen auf 
eine oder die andere Weise — z. B. gemeinsam mit OH’-Ionen — in die Zellen 
eingedrungen sind. Welche dieser beiden Alternativen kommt nun in Frage? 

Die letztere, die ein betrachtliches Permeiervermégen der Kationen vor- 
aussetzt, scheint nicht wahrscheinlich schon auf Grund der allgemeinen Er- 
fahrung, dass gewohnliche Zellen in der Regel fiir Ionen sehr wenig permeabel 
sind (vgl. z.B. OvERToN l.c., HARVEY 1. c., BRENNER l.c., OSTERHOUT 
1925, HOpER 1926). Hierzu kommt, dass manche Forscher gerade betreffs 
farbloser, schwacher Stickstoffbasen zum selben Ergebnis gelangt sind. 
Schon Overton (1896, 1897 u. 1899, S. 108) stellte fest, dass Alkaloide und 
Amine als freie Basen, aber nicht als Ionen in Spirogyra permeieren. Dieselbe 
Beobachtung machte RUHLAND (1914) in bezug auf Alkaloide und verschie- 
dene mit ihnen verwandte Verbindungen, Harvey (1911) und TrOnDLE (1920) 
betreffs .verschiedener Alkaloide und Jacoss (1923) betreffs Ammoniak 
usw. Ausserdem haben viele Forscher indirekt aus Erfahrungen iiber den 
physiologischen Einfluss von Sduren und Basen mehr oder weniger bestimmte 
Schlussfolgerungen auf das sehr geringe Permeiervermégen der Ionen gezogen. 
Je mehr undissoziierte Molekiile und je weniger Ionen folglich die Lésung eines 
_ solchen schwachen Elektrolyten enthalt, desto grésser ist ihr physiologischer 
Kinfluss und umgekehrt (z. B. TRAUBE 1912, MEvERHOF 1916, Rona u. BLocu 
1921a, MICHAELIS u. DeRNBY 1924, MayEepa 1928, Mrvrus 1928). — 

Ks gibt jedoch Untersuchungen mit farblosen schwachen Stickstoffbasen, 
denen zufolge auch die Kationen schwacher Basen mit betrachtlicher 
Geschwindigkeit permeieren sollen. 

Kin Teil dieser Untersuchungen bezieht sich auf Blutkérperchen (Ham- 
BURGER 1886, Gryns 1896, HepIn 1897, 1898, Ecr 1922, Rona u. BLocH 
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1921b u. 1922), deren Permeabilitatseigenschaften offenbar sehr eigenartig 
sind. Ausserdem kann man, wie Jacozgs (1927) gezeigt hat, diese Er- 
scheinungen auf natiirliche Weise erklaren, ohne eine Permeabilitat fiir 
Kationen bei den Blutkérperchen anzunehmen (vgl. spater). 

Von den in diesem Sinn an Pflanzenzellen gemachten Beobachtungen ist 
erstens die HaRvEy’sche (1914) zt erwahnen, nach welcher Coffein in Spirogyra 
ebenso gut ats sauren wie aus basischen Ldsungen permeierte, also abweichend 
von Overton’s friiher gemachter Erfahrung mit Alkaloiden wie auch von Har- 
vey’s eigener Erfahrung mit Strychnin, welches in die Zellen eindrang, wenn 
in der Aussenlésung das Alkaloid als freie Base oder reine Sulfatlésung vor- 
handen war, aber permeierunfahig wurde, wenn durch Zusatz von HCl die 
Hydrolyse aufgehoben wurde. Das abweichende Verhalten von Coffein fin- 
det jedoch seine natiirliche Erklarung darin, dass diese Base infolge ihrer 
Schwache (Kyo, =10—.7339, vgl. Lunpén 1908, KonrtHorr 1923) auch in 
der iiberschiissige Salzsaéure enthaltenden Lésung praktisch vollstandig in 
undissoziierter Form war. (Bei Harvey’s Versuch war in dieser Lésung namlich 
[H| ungefahr gleich 10~*°,-0.,.., bei ph = 2.9 ist dann praktisch = 1.) 

Wichtiger ist in dieser Hinsicht offenbar die Untersuchung von BoRESCH 
(1919). Ihm diente als Objekt Fontinalis antipyretica, und er untersuchte die 
Fahigkeit verschiedener Stoffe, in die Blattzellen dieser Pflanze zu permeie- 
ren, indem er als Kriterium des Permeiervermégens die Fahigkeit der Stoffe, 
die in den. Zellen befindlichen Fettknduel zu emulgieren, benutzte. Diese 
Fahigkeit kommt, wie Boresch fand, den aliphatischen Alkoholen, den Phe- 
nolen, den Alkaloiden und dem Ammoniak zu. Von diesen untersuchte er am 
genauesten die Alkaloide und das Ammoniak und kam u. a. zu dem Ergeb- 
‘nis, dass 1) die Alkaloidkationen rasch in die Fontinalis-Zellen permeieren und 
2) dass Antmoniak in diese Zelle nur als freie Base, dagegen kaum als Ion dringt. 

Die Ergebnisse von Boresch werden allgemein als durchaus zuverlassig 
angesehen (vgl. RUHLAND 1920, BENECKE-Jost 1924, HOBER 1926 u. 1927). 
Da sie eine sehr bemerkenswerte Abweichung von den allgemeinen Erfahrun- 
gen iiber das Permeiervermégen von Ionen darstellen, diirfte Grund zu einer 
naheren Priifung vorliegen. 


Boresch beobachtete, dass, wenn man das Salz irgendeines Alkaloids in 
Wasser lést, die so erhaltene Losung ein beinahe ebenso grosses oder nur wenig 
kleineres Emulgierungsvermégen hat als eine Lésung der freien Alkaloide. Als 
einzig mégliche Erklarung dieser Erscheinung erachtet Boresch, dass die Alka- 
loidkationen der Salzlésung in die Fontinalis-Zellen mit annahernd gleicher 
Geschwindigkeit wie die freien Basenmolekiile permeieren. 

Boresch’s folgenschwerstes Versaéumnis bei diesen Versuchen ist offenbar, 
dass er ph weder in der Lésung der freien Alkaloidbase noch in der Salzlosung 
bestimmte, weshalb die wahrend des Versuchs herrschende tatsachliche Kon- 
zentration der undissoziierten Molekiile des Alkaloids in diesen Lésungen nicht 
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kannte. Zwar glaubte er es getan zu haben, indem er theoretisch die Menge, 
z. B. des Chinins, berechnete, die sich méglicherweise mit der Kohlensdure des 
Lésungswassers in der Lésung der freien Base des Chinins verbunden hat, aber 
dies bedeutet — da die tatsachliche CO,-Menge der Lésung nicht sicher be- 
kannt war — offenbar keine Kenntnis der in dieser Lésung herrschenden Ver- 
haltnisse. Zudem diirfte die von Boresch ausgefiihrte Berechnung der durch 
Hydrolyse freigemachten Basenmenge der Salzlésung den tatsachlichen Ver- 
haltnissen durchaus nicht entsprechen, da selbst eine kleine Alkalicarbonat- 
menge (z. B. aus dem vom Glas sich lésenden Alkali entstanden) eine solche 
Pufferwirkung haben kann, dass die berechneten theoretischen Verhaltnisse 
gar nicht stimmen. Es ist also nicht nur méglich, sondern vielmehr sehr wahr- 
scheinlich, dass die tatsachlichen Konzentrationen an freier Base in den von 
Boresch angewandten Lésungen der Alkaloidbasen und -salze sich, zumal 
was die allerschwachsten Lésungen betrifft, nicht wesentlich voneinander unter- 
scheiden, so dass es nicht nétig erseheint, fiir die Erklarung der geschilderten 
Boresch’schen Versuchsergebnisse die Alkaloidkationen als rasch permeierend 
zu bezeichnen. Die nahere Priifung der Boresch’schen Versuchsergebnisse (I. c., 
Tabelle 6, S. 130) ergibt auch eine wesentliche Bestaétigung des Gesagten: bei 
Strychnin — das infolge der Schwerléslichkeit seiner freien Base in sehr geringer 
Konzentration angewandt werden musste — bemerkte man keinen Unterschied 
in dem Emulgierungsvermégen der »freien Base» und des »Salzes» (die Konzen- 
‘tration der freien Base war, nach dem Vorhergehenden, in beiden offenbar an- 
nahernd die gleiche), bei Chinin und besonders bei dem in verhaltnismassig ho- 
her Konzentration angewandten Brucin ist der Unterschied dagegen sehr be- 
trachtlich. Bei Cocain scheint die Einwirkung der »freien Base» und der »Salz- 
lésung» tatsachlich die gleiche zu sein, aber fiir diese, wie auch fiir die beiden 
obenerwahnten, gilt noch der folgende Hinweis: in den konzentriertesten Basen- 
wie auch Salzlésungen dieser Alkaloide ist die Emulgierung durchgehend + + 
(das bedeutet volligen Zerfall der Fettknaéuel), was sich leicht daraus erklart, 
dass zunachst auch in der Salzl6sung aus den obendargelegten Griinden so reich- 
lich freie Base vorhanden ist, dass sie diese +--+ Emulgierung zu bewirken ver- 
mag, und zweitens daraus, dass in den Lésungen der »freien Base» zwar noch sehr 
viel mehr undissoziierte Molekiile enthalten sind, als zum Zustandekommen der 
+ -+ Emulgierung erforderlich ist, dass aber dieser Uberschuss sich beim Versuch 
nicht irgendwie bemerkbar machen kann, da +--+ bereits die vollstandige Emul- 
gierung bezeichnet, welche zudem nach Boresch’s eigener Aussage »in kiirzester 
Zeit» stattfindet. Erst in den verdiinnteren Lésungen wiirden offenbar die 
Konzentrationsunterschiede der undissoziierten Molekiile in den Lésungen yon 
»Salz» und »freier Base» aus den Versuchsergebnissen zu erkennen sein, aber hier 
treten die besagten Fehlerquellen gerade wahrscheinlich besonders deutlich in 
Erscheinung, indem sie sowohl fiir die Lésungen der »freien Base» wie des »Salzes» 
ziemlich die gleiche Konzentration der undissoziierten Basenmolekiile und 
entsprechend das gleiche Emulgierungsvermégen erzeugen. 

Boresch’s folgende Versuche forderten ausserdem Tatsachen zu Tage, welche 
starke Zweifel an der Stichhaltigkeit seiner Behauptung iiber das grosse Per- 
meiervermégen der Alkaloidkationen aufkommen lassen. Zundchst beobachtete 
er, dass, wenn Na,CO, oder NaOH einer Alkaloidsalzlésung zugesetzt werden, 
deren Fahigkeit zu emulgieren, ebenso wie ihre Oberflachenaktivitat, sich recht 
merklich vergréssert. Als Erklairung fiir diese Steigerung des Emulgierungs- 
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vermodgens kénnte nun, nach Boresch, die. Tatsache gelten, dass unter dem Hin- 
fluss von Alkali die wirksame Alkaloidbase frei wird, welche Erklarung leicht 
zu dem Schluss fiihren kénnte, dass die Alkaloidkationen sehr viel weniger emul- 
gier- und also auch weniger permeierfahig sind als die freien Basenmolekiile. 
Boresch nimmt jedoch von dieser Erklarung, die mit seiner obigen Behauptung in 
Widerspruch stehen wiirde, Abstand. Dagegen erklart er, dass, da Alkalizu- 
satz eine, freilich geringe, Steigerung des Emulgierungsvermégens und der Ober- 
flachenaktivitat auch in einer Lésung von »freier Base» bewirkt, die Steigerung 
des Emulgierungsvermégens und der Oberflachenaktivitat sowohl der Salzlésung 
wie auch der »freien Base» daher kommt, dass Alkali den Dispersitatsgrad der 
kolloidalen Alkaloidbase steigert und sie leichter permeierend sowie oberflachen- 
aktiver macht, genau wie TRAUBE und ONODERA (1914) die Steigerung der Ober- 
flachenaktivitat der Alkaloide unter dem Einfluss von Alkali erklart haben. 
Offenbar haben nun erstens Traube und Onodera die Bedeutung der Veranderung ' 
des Dispersitatszustandes bei den Oberflachenaktivitatsveranderungen der 
Alkaloide bedeutend tibertrieben (vgl. spater S. 88), und zweitens lasst sich diese 
geringe Zunahme des Emulgierungsvermégens und der Oberflachenaktivitat — 
welche der Alkalizusatz zur Lésung der »freien Alkaloidbase» bewirkt — recht gut 
aus dem Freiwerden der von der Kohlensaéure des Lésungswassers gebundenen 
Alkaloidbase erklaren. In der Tat ist es eigentiimlich, dass Boresch diese Méglich- 
keit in diesem Zusammenhang gar nicht in Betracht zieht — bei friitheren Ver- 
suchen hat er es wohl getan —, sondern die Menge des dissoziierten Alkaloid- 
teils in der Losung der »freien Base» berechnet, ganz als ob das Lésungswasser 
absolut rein gewesen ware. Es ergibt sich nattirlich eine ganz geringfiigige Ionen- 
menge, und Boresch zieht nun daraus den Schluss, dass die Umwandlung einer 
so kleinen Ionenmenge in undissoziierte Molekiile unmédglich die beobachtete, 
durch Alkali bewirkte Zunahme des Emulgierungsvermogens und der Ober- 
flachenaktivitat der freien Basenlésung erklaren kann. Die Erklarung, dass die 
an Kohlensaure gebundene Alkaloidbase durch den Alkalizusatz frei geworden ist, 
scheint jedoch bedeutend -wahrscheinlicher als Boresch’s Bezugnahme auf die 
Dispersitatsveranderung. | 

Die bisher geschilderten Vorgange kann man also zwar durch.die Annahme 
erklaren, dass die Fontinalis-Zellen ausgesprochen permeabel fiir Alkaloidkatio- 
nen sind, aber man kann sie doch auch ebensogut ohne diese Annahme begreifen. 
Dagegen scheinen Boresch’s folgende Versuche — sonderbarerweise — direkt 
in Widerspruch mit der Hypothese von der grossen Kationenpermeabilitat zu 
stehen. ; 

Schon auf S. 127 zeigt Boresch, dass Chininbisulfat (saures Chininsulfat) gar 
nicht emulgiert, und er vermutet, dies finde seine Erklarung in der Abspaltung 
von H:-Ionen. Spater ergibt sich, dass man diesem Salz ein Emulgierungsver- 
mogen erteilen kann, indem man seiner Lésung Na,CO, hinzusetzt (Boresch 
bemerkt ausdriicklich, dass Natriumcarbonat allein nicht im geringsten emul- 
giert). Ausserdem ergibt sich aus den Boresch’schen Versuchen ausnahmslos, 
und er selbst betont dies ausdriicklich, dass der gradweise steigernde Saure- 
zusatz das Emulgierungsvermégen der Alkaloidsalzlésung dauernd verringert 
und schliesslich ganzlich aufhebt. Da nun der Sdurezusatz auch entsprechend 
die Menge der freien Base in der Salzlésung verkleinert, ware wohl die natiir- 
lichste Schlussfolgerung aus dem Vorhergehenden, dass die freie Base permeiert, 
aber nicht das Kation. 
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Wie ist es nun iiberhaupt méglich, dass Boresch trotzdem festgestellt haben 
will, dass die Alkaloidkationen auch aus einer iiberschiissige Saure enthaltenden 
Alkaloidsalzlésung permeieren? Es ist dadurch méglich, dass er in diesen Ver- 
suchen als Kriterium des Permeierens nicht mehr die Emulgierung nimmt, mit 
deren Hilfe er eben vorher das Permeiervermégen der Alkaloidkationen fest- 
stellte, sondern — die: Giftwirkung der Lésung. Er fand ndmlich, dass z. B. 
0.005-mol. Chininhydrochlorid bedeutend weniger giftig fiir die Blattzellen von 
Fontinalis war als die gleiche Lésung mit Zusatz von 0.0001-mol. freie HCl. 
Diese HCl-Konzentration allein war dagegen kaum giftig fiir die Zellen, so dass 
Boresch die gréssere Giftwirkung der Lésung von Chininhydrochlorid ++ HCl 
aus dem Eindringen der Alkaloidkationen in die Zellen erklart. Ohne eine natir- 
liche Erklarung bleibt jedoch die Frage, warum die Kationen nun nicht die 
Fettknduel emulgierten, obgleich sie dies, nach Boresch, bei anderen Versuchen 
regelmiassig taten. Dieser letztere Beweis fiir das Permeiervermégen der Alka- 
loidkationen erscheint durchaus nicht natiirlich. Die gesteigerte Giftwirkung der 
mit HCl versetzten Alkaloidsalzloésung diirfte bedeutend einfacher zu erklaren 
sein aus der Addition der an und fiir sich ziemlich schwachen Giftwirkungen von 
Alkaloidsalzlé6sung und HCl. 


Man sieht also, dass das annahernd gleich grosse Emulgierungsvermégen 
der Lésungen von »freier Base» und von »Alkaloidsalz» in den Boresch’schen 
Versuchen keineswegs die Hypothese von dem grossen Permeiervermégen der 
Alkaloidkationen zur Erklarung verlangt, und ferner, dass ein Alkalizusatz, 
welcher die Alkaloidbase freimacht, entsprechend das Emulgierungsvermégen 
des Alkaloidsalzes in recht hohem Masse steigert, dagegen nur in geringem 
Masse das Emulgierungsvermégen der »freien Base», welch letzterer Umstand 
sich ganz ohne Hypothesen iiber Dispersitatsveranderungen der Alkaloidbase 
erklaren lasst, und schliesslich beweisen die Versuche, z. B. mit Chininbisulfat, 
und alle »Saurezusatz-Versuche» direkt, dass die Alkaloidkationen nicht emul- 
gieren, also demnach offenbar auch nicht permeieren. In Anbetracht dieser 
Feststellungen erscheint es, wenigstens solange die Frage nicht durch Ver- 
suche mit bekannten H:-Ionenkonzentrationen experimentell entschieden ist, 
unnotig, auch nur beziiglich Fontinalis antipyretica von der obengeschilderten 
allgemeinen Auffassung abzuweichen, nach welcher die Ionen der schwachen 
Basen meistens im Vergleich zu ihren undissoziierten Molekiilen nur sehr lang- 
sam permeieren,. 

Die letztere Schlussfolgerung wird offensichtlich Bes bekraftigt durch 
Boresch’s Feststellung der Tatsache, dass eine Lésung von freiem Ammoniak 
rasch emulgiert und folglich schnell permeiert, den Ammoniaksalzlésungen 
aber diese Fahigkeit nur in dem Masse zukommt, als freies Ammoniak in 
ihnen enthalten ist, woraus Boresch ganz richtig schliesst, dass nur die freie 
Base permeierfahig sei, die Ionen dagegen nicht. Woher kommt nun dies” 
Ergebnis, welches dem von Boresch beobachteten Verhalten der Alkaloid- 
kationen vollkommen widerspricht? Die Sache lasst sich offenbar einfach er- 
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klaren: bei seinen Versuchen mit Ammoniak und dessen Salzen benutzte 
Boresch 100—1000 mal konzentriertere Lésungen als bei den Alkaloidver- 
suchen; so dass die oben beschriebenen, aus der Verdiinntheit der Loésungen 
herrithrenden Fehlerquellen nur in sehr geringem Masse einwirkten. Sogar 
bei den kleinsten angewandten Konzentrationen von »freier Base» bzw. 
»Salz» herrschte also in den Ammoniakversuchen sichtlich ein deutlicher Unter- 
schied beziiglich der Konzentration der undissoziierten Molekiile: 

Fiigt man also der obigen Darlegung der Boresch’schen Alkaloidexperi- 
mente noch diese Ausfiihrungen tiber das Verhalten von Ammoniak hinzu, so 
scheint die Ansicht noch mehr bestatigt zu werden, dass es am natiirlichsten 
ist, auch die Boresch’schen Alkaloidresultate zu erklaren, ohne dass man den 
Alkaloidkationen, entgegen allen fritheren Erfahrungen, ein bedeutendes Per- 
‘meiervermégen zuschreibt. le 

Auf Grund aller obigen Darlegungen scheint es also offenbar, dass, 
soweit es sich um in normalem Lebenszustand befindliche Zellen handelt — 
abgerechnet solche Ausnahmefalle wie Driisenzellen (vgl. OvERTON 1907), Beg- 
giatoa (RUHLAND u. HOFFMANN 1926) usw. —die Fahigkeit von Ionenschwacher, 
farbloser Stickstoffbasen, in diese Zellen zu permeieren, analog dem, was man 
im allgemeinen von dem Permeiervermégen der Ionen weiss, so gering ist, 
dass sie sich nur in genauen und langandauernden Versuchen bemerkbar 
macht. Wenn eine schwache Base mit betrachtlicher Geschwindigkeit in ge- 
wohnliche lebende Zellen permeiert, ist es somit wahrscheinlich, dass an dem 
Permeieren hauptsdchlich die undissoziierten Molekiile beteiligt sind, die 
Ionen dagegen kaum. Spater wird sich ergeben, dass auch die Resultate der 
jetzt vorliegenden Studie ziemlich klar beweisen, dass die untersuchten Basen 
wohl fast ausschliesslich in der Form von undissoziierten Molekiilen permeieren. 


3. Welches Mass ist fiir das Permeiervermégen der schwachen Basen aufzu- 
stellen? 


Bei den bisherigen Untersuchungen iiber das Permeiervermégen der Basen 
begniigte man sich meistens damit, dass man die Zeiten feststellte, innerhalb 
deren verschiedene Basen, in gleicher Konzentration angewandt, eine be- 
stimmte sichtbare Veranderung (etwa den Farbenumschlag eines Indikators) 
im Zellinnern hervorriefen. Oder aber man bestimmte die grésste, innerhalb 
einer gewissen Zeit noch wirksame Verdiinnung der zu vergleichenden Basen. 
Das Permeiervermégen der betreffenden Basen wurde dann einfach der in 
dieser Weise bestimmten Zeit bzw. kritischen Konzentration umgekehrt pro- 
* portional angenommen. 

Die Mangel dieser Methode sind leicht nachzuweisen. 
Erstens muss man, da, wie oben dargelegt, hauptsachlich nur die undisso- 


16 L. Arvi P- Poijdyvi, Uber die Basenpermeabilitaét pflanzlicher Zellen 


ziierten Basenmolekiile permeieren, nicht die Totalkonzentrationen der ver- 
schiedenen Basen in den benutzten Lésungen beriicksichtigen, sondern die 
Konzentrationen der undissoziierten Molekiile. 


Zweitens werden von den verschiedenen Basen ungleich grosse Mengen - 


innerhalb der Zellen nétig sein, um die als Kriterium des Permeierens be- 
nutzte Veranderung hervorzurufen. Handelt es sich z. B. um den Farbenum- 
schlag eines Indikators, so wird von einer schwachen Base eine gréssere Menge 
erforderlich sein als von einer starkeren. Und wenn die Bildung eines schwer- 
léslichen Niederschlags als Kriterium des Permeierens dient, so spielen aus- 
serdem noch die verschieden grossen Léslichkeitsprodukte der betreffenden 
Niederschlage eine Rolle: je kleiner das Léslichkeitsprodukt ist, um so gerin- 
gere Mengen der permeierenden Substanz geniigen dann zur Hervorrufung 
eines sichtbaren Niederschlags. Kurzum: ein und dieselbe, von verschiedenen 
Basen bewirkte intrazellulare Veranderung braucht nicht zu bedeuten, dass 
gleiche Basenmengen in die Zelle eingedrungen sind. : 

Drittens endlich muss man die Grésse des wirksamen Diffusionsgefalles 
zwischen der Aussenlésung und dem Zellsaft beriicksichtigen. Denn beson- 
ders nach den Untersuchungen von Irwin (1926) an dem basischen Farbstoff 
Brilliantcresylblau und von BARLUND (1929) an Nichtelektrolyten, erscheint 
es mindestens wahrscheinlich, dass ganz allgemein die Geschwindigkeit des 
Eindringens geléster Stoffe in lebende Zellen dem hierbei wirksamen Diffu- 
sionsgefalle proportional ist, sofern keine »adenoide Tatigkeit» (OVERTON) der 
lebenden Protoplasten stérend eingreift. Eine wesentliche Mitwirkung der 
adenoiden Tatigkeit beim Permeieren der undissoziierten Basenmolekiile 
scheint aber bereits wegen ihrer meistens recht grossen Permeiergeschwindig- 
keit unwahrscheinlich. Nun geniigt es aber zur Ermittelung des wirksamen 
Diffusionsgefalles nicht, dass man die Konzentration der praktisch allein per- 
meierfahigen undissoziierten Basenmolekiile in der die Zellen umgebenden 
Losung kennt. Vielmehr muss man auch ihre Konzentration im Zellsaft wah- 
rend des ganzen Versuches kennen. + Wie leicht ersichtlich, verhalten sich 
Basen ungleicher Starke auch in dieser Hinsicht verschieden: bei den schwa- 
cheren Basen ist selbstverstandlich der undissoziierte Anteil auch im Zell- 
saft grésser, und das Diffusionsgefalle in bezug auf die undissoziierten Molekiile 
verringert sich deshalb bei ihnen schneller, als wenn es sich um eine starkere 
Base handelt. 

Aus allen diesen Erwagungen ergibt sich die Unzulanglichkeit der bisher 
gewohnlich beim Vergleich des Permeiervermégens verschiedener Basen be- 
nutzten Methode. Um einen quantitativen Ausdruck fiir die Grésse der Per- 
meabilitat zu finden, muss man wohl von den Diffusionsgesetzen ausgehen. 
Eine einfache Uberlegung ergibt dann als rationelles Mass des Permeierver- 
mégens einer schwachen Base die in der Zeiteinheit permeierte Menge derselben 
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dividiert durch das wahrend des Permeationsvorgangs herrschende Diffu- 
sionsgefalle in bezug auf die undissoziierten Basenmolekiile zwischen Aussen- 
lésung und Zellsaft. 


Fasst man nun diese Ausfiihrungen zu kurzen Forderungen und Arbeits- 
hypothesen zusammen, so lauten dieselben wie folgt: 

Forderung: Die Zellen miissen wahrend des Versuchs lebend und betreffs 
ihrer Permeabilitatseigenschaften unverandert sein, oder falls diese Eigen- 
schaften sich verandert haben, miissen Richtung und Umfang dieser Ver- 
anderung bekannt sein. 

Erste Arbeitshypothese: Die Fahigkeit der Ionen einer schwachen Base, 
durch das Protoplasma einer mit normalen Permeabilitatseigenschaften aus- 
gestatteten Zelle zu permeieren, ist sehr gering, so'dass sie bei Versuchen von 
relativ kurzer Dauer kaum in Erscheinung tritt. Wenn in derartigen Ver- 
suchen ein betrachtliches Permeieren der Base festgestellt werden kann, han- 
delt es sich folglich im allgemeinen um das Permieieren der undissoziierten 
Basenmolekiile. - 

Zweite Arbeitshypothese: Als rationelles Mass fiir das Permeiervermégen 
einer schwachen Base ist zu gebrauchen die in der Zeiteinheit permeierte 
Menge derselben dividiert durch das wahrend des Permeationsvorgangs herr- 
schende Diffusionsgefalle in bezug auf die undissoziierten Basenmolekiile 
zwischen Aussenlésung und Zellsaft. 


Il. Bisherige Permeabilitatsforschungen mit farblosen, schwachen 
Stickstoffbasen. 


Die ersten Erfahrungen iiber das Permeiervermégen der Basen beziehen 
sich auf das Ammoniak. Bereits 1871 stellte DE VRIES fest, dass das Ammoniak 
schnell in die lebenden Zellen der roten Riibe eindringt, wie aus dem Far- 
benumschlag des als Indikator wirkenden roten Zellsaftes hervorgeht. Diese 
Beobachtung iiber das grosse Permeiervermégen des Ammoniaks wurde in 
den folgenden Jahren von A. Maver (1874), CuarLEs Darwin (1875) und 
PFEFFER (1877) an weiteren Objekten bestatigt und vertieft. Allein erst 
OveERTON hat bei seinen fiir die gesamte Permeabilitatsforschung grundlegen- 
den Studien die Frage von dem Permeiervermégen der Basen in ihrem ganzen 
Umfang aufgenommen und beantwortet. Er unterscheidet dabei streng 
zwischen den starken Basen (z. B. den Alkalihydroxyden und quaternaren 
_ Ammoniumbasen), welche in unbeschadigte Zellen nicht merklich eindringen, 
7) 
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und den schwacheren Stickstoffbasen, die grésstenteils mehr oder weniger 
leicht durch das unbeschadigte Plasma permeieren. 

Overton untersuchte das Permeiervermégen der farblosen, schwachen 
Stickstoffbasen unter Anwendung von zwei Methoden: der Niederschlags- 
methode und der plasmolytischen Methode (1896 u. 1897, vgl. auch 1902, 
1904 u. 1907). 

Von diesen war die Niederschlagsmethode (als Objekt Gerbsaure enthal- 
tende Zellen, besonders von Spirogyra) die wichtigere. 

Overton erklarte den allgemeinen Mechanismus der Niederschlagsbildung 
in den Zellsaften folgendermassen: Die in der Form undissoziierter Molekiile 
eindringende Base bildet mit der Gerbsaure des Zellsaftes ein schwerlésliches 
Salz, das sich niederschlagt, wenn genug von der Base permeiert hat. Er be- 
nutzte diese Methode zur Untersuchung des Eindringens sowohl der Alkaloide _ 
als auch des Ammoniaks und seiner Derivate (Amine). Overton war sich . 
auch schon im Klaren iiber die Abhangigkeit der Niederschlagsbildung 1. _ 
von der Léslichkeit des gerbsauren Salzes der betreffenden Base und 2. von 
dem Hydrolysengrade dieses Salzes, der von der Dissoziationskonstante der 
eindringenden Base abhangig ist. Als Beispiel dafiir, wie ungemein emp- 
findlich diese Methode ist, erwahnt Overton, dass z. B. das Strychnin 
sichtbare Niederschlage noch bei einer Verdiinnung von 1:10000000, ja 
selbst von 1:20000000 bewirken kann. 

Die Angaben Overtons iiber seine mittels der Niedérechlawsthelateen aus- 
gefiihrten Permeabilitatsbestimmungen sind, wie seine Permeabilitatsangaben. 
iiberhaupt, sehr allgemein gehalten. Sie kénnen in folgender Weise zusammen- 
gefasst werden: Die freien einwertigen Stickstoffbasen (die aliphatischen, die 
carbozyclischen und die heterozyclischen Amine und daran anschliessend die 
Alkaloide), mit Ausnahme der quaternéren Ammoniumbasen, dringen sehr 
rasch in alle lebenden Protoplasten ein, Piperazin, wie auch die aliphatischen 
Diamine dringen dagegen sehr langsam ein. Viel genauere quantitative Anga- * 
ben findet man bei Overton kaum, vielmehr bevorzugt er ziemlich unbestimmte 
Ausdriicke, wie z, B. »rasch», »sehr rasch», »ausserst rasch» usw., um die Per- 
meiergeschwindigkeit der verschiedenen Basen, von denen eine betracht- 
liche Zahl genannt wird, zu charakterisieren. : 

Ebenso allgemein gehalten ist der Bericht Overton’s iiber seine Plasmo- 
lyse-Experimente mit Basen, bei denen er die Methode der Partialdrucke an- : 
wandte und die wenigstens Ammoniak, Pyridin und Chinolin betrafen, welche 
nach seinen Mitteilungen alle drei rasch oder sehr rasch in die Zellen eindringen. 
Overton betont besonders, dass durch diese Experimente die mit der Nieder- 
schlagsmethode erzielten Ergebnisse iiber das Permeiervermiégen der schwachen 
Basen mit dem Permeiervermégen von ganz andersartigen Stoffen, das mit. 
der plasmolytischen Methode festgestellt worden ist, verglichen werden kénnen. 
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RUHLAND hat in mehreren Veréffentlichungen (z. B. 1909 u. 1926) die 
Ergebnisse Overton’s einer Kritik unterzogen, besonders seine mit der Nieder- 
schlagsmethode gewonnenen Resultate. Bei der Beurteilung der Overton’schen 
Ergebnisse diirfte es zweckmiassig sein, von dieser Kritik auszugehen. Sie 
kann wohl in drei Hauptpunkte zusammengefasst werden: 1. Overton’s 
Mitteilungen iiber die Methodik und die Ergebnisse der ausgefiihrten Experi- 


‘mente sind so allgemein gehalten, dass seinen Schlussfolgerungen kein Wert in 


quantitativer Hinsicht beigemessen werden kann. 2. Overton hat das Permeier- 
vermégen der Alkaloide in sehr hohem Grade iiberschatzt, was darauf beruht, 
dass die von ihm angewandte Niederschlagsmethode ausserst empfindlich ist, 
so dass ein Vergleich der durch sie gewonnenen Ergebnisse mit denjenigen, die 
durch andere Methoden, z. B. durch die plasmolytische, erzielt worden sind, 
zu irrigen Schlussfolgerungen fiihrt. 3. Er war in seinen Experimenten nicht 
vorsichtig genug in betreff des Lebenszustandes der Zellen. 

Auf Grund des oben Gesagten diirfte jedermann dem ersten Punkt der 
Ruhland’schen Kritik beistimmen. Overton gibt nicht an, ob er die Kon- 
zentrationen der freien Base in der Aussenlésung gekannt hat, auch hat er 
nicht, jedenfalls nicht in allen Fallen, die entsprechende Konzentration inner- 


-halb der Zelle beim Beginn der Niederschlagsbildung gekannt, weshalb ihm 


die bei den Experimenten herrschenden Diffusionsgefalle unbekannt blieben. 
Desgleichen waren ihm die Totalmengen dieser Basen in der Zelle im Beobach- 
tungsaugenblick unbekannt. Infolgedessen kann den von ihm aufgestellten 
Vergleichungen zwischen dem Permeiervermégen der verschiedenen Alkaloide 
kaum volle Beweiskraft beigemessen werden. — Die zweite Behauptung jener 
Kritik, Overton habe das Permeiervermégen der Alkaloide itberschatzt, diirfte 


dagegen nur teilweise Berechtigung haben. Allerdings ist die Methode sehr 


empfindlich, d.h. der Niederschlag entsteht schon, wenn eine sehr kleine 
Basenmenge in die Zelle eindringt, aber andererseits ist in den Experimenten 
die Konzentration der freien Base in der Aussenlésung u. a. infolge der Schwer- 
léslichkeit der Alkaloide auch sehr gering, so dass die Konzentration der per- 
meierenden Molekiile im Zellsaft im Beobachtungsaugenblick wahrscheinlich 
nicht, wie Ruhland’s Behauptung wohl geltend machen will, aussergewéhnlich 
klein war, wenn man sie in Prozenten der entsprechenden Konzentration der 


_Aussenlésung berechnet. — Ruhland’s Kritik hinsichtlich des Lebenszustan- 


des der Zellen kann, besonders was die Untersuchungen mit schwachen Basen 
anbetrifft, vielleicht zutreffend sein, da Overton im Zusammenhang mit seinen 
Niederschlagsexperimenten keine genauen diesbeziiglichen Angaben macht. 
Aber andererseits ist doch wiederum nicht zu leugnen, dass Overton im all- 
gemeinen den Eindruck eines dusserst umsichtigen, kritischen Experimenta- 


Setors macht. 


’ Etwa gleichzeitig mit den Untersuchungen Overton’s oder sogar bereits 
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etwas frither erschienen einige Untersuchungen an Blutkérperchen von Ham- 
BURGER (1886), Gryns (1896) und Heprn (1897 u. 1898), die hier zu erwahnen 
sind. Diese Forscher zeigten, dass die Blutkérperchen bedeutend permeabler 
fiir Ammonium- und Aminsalze als fiir andere Neutralsalze zu sein scheinen. 
Dieses Ergebnis, das auch in den letzten Jahren bestatigt worden ist (vgl. EcE 
1922) und das auf den ersten Blick als Gegenbeweis der ersten Arbeitshypo- 
these erscheinen kann, wird von Jacoss (1927) auf folgende Weise erklart: In- 
folge von Hydrolyse enthalten die Lésungen der betreffenden Salze von schwa- 
chen Basen undissoziierte Molekiile der freien Base. Diese permeieren rasch 
in das Blutk6rperchen, und ausserdem wird das Anion der Aussenlésung gegen 
das OH’-Ion ausgetauscht, das aus dem Innern der Zelle kommt. Dieser Aus- 
tausch wird durch die erwiesene allgemeine Anionenpermeabilitat der Blut- 
k6rperchen erméglicht. Hierdurch entsteht der irrefiihrende Anschein, als 
ob die beiden Ionen des Ammoniumsalzes als solche eingedrungen waren. — 

Nach den Veréffentlichungen von Overton sind eine Menge Permeabili- 
tatsuntersuchungen mit schwachen farblosen Stickstoffbasen erschienen. In 
diesen ist Overton’s Niederschlagsmethode angewandt worden, oder der in 
der Zelle stattfindende Farbenumschlag entweder beim natiirlichen Antho- 
cyan der Zelle oder bei einem kiinstlich darein eingefithrten Farbstoff ist 


als Kriterium des Eindringens der Base angesehen. In einigen Verdffent- ‘ 


lichungen ist die in die Zelle permeierte Base direkt analysiert worden, in vie- 
len anderen wiederum hat man das Permeieren aus einigen ihrem Mecha- 
nismus nach mehr oder weniger unbekannten Veranderungen in der Zelle 
gefolgert, die durch die Base hervorgerufen worden sind. | 

Mit der Niederschlagsmethode haben Harvey (1911), Rum~ianD (1914) 
und TRONDLE (1920) einige Alkaloide untersucht und festgestellt, dass de- 
ren undissoziierte Molekiile rasch in die lebende Zelle eindringen. 


Die Farbenveranderung des natiirlichen Anthocyans von Pflanzenzellen — 


ist von BRENNER (1918) und Jacoss (1923) als Kriterium des Permeierens 
von Ammoniak benutzt worden. Beide bestatigen die friiheren Angaben, 
wonach das Ammoniak als freie Base ausserst rasch in die Zelle eindringt. 


In den Untersuchungen mit kiinstlich gefarbten Zellen diente das Neutral- — 


rot als vitaler Indikator wohl zum ersten Male in den Experimenten von 
BetHE (1909), der zeigte, dass H- und OH’-Ionen (HCl und NaOH) nicht 
wahrnehmbar in eine Medtse eindringen, solange diese lebendig ist (der Far- 
benton des in der Meduse gespeicherten Neutralrots verdnderte sich nicht). 

_ Das Permeiervermégen einer schwachen Base wurde mit dieser Methode 
wohl zuerst von WaARBuRG (1910) nachgewiesen, der zeigte, dass das Ammo- 
niak rasch in das Ki eines Echinoderms, Strongylocentrotus lividus, eindringt, 
was daraus hervorging, dass die Farbe des darin angesammelten Neutralrots 
vom sauren (rétlichen) in den basischen (gelblichen) Ton iiberging. 
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Harvey (1911) untersuchte mit dieser Methode das Eindringen der Basen 
sowohl in lebende Pflanzenzellen (Spirogyra und Elodea) als auch in Tier- 
zellen (Paramaecium und Kier von verschiedenen Echinodermen). Er besta- 
tigt die Overton’sche Einteilung der Basen in zwei grosse Gruppen: in starke, 
die nicht wahrnehmbar in lebende Zellen eindringen, und in schwache, die 
beinahe ohne irgendwelchen Widerstand permeieren. Als schwache farblose 
Stickstoffbasen dienten Harvey Ammoniak, Methyl-, Dimethyl-, Trimethyl-, 
Athyl-, Propyl- und Isopropylamin. 

Will man auf Grund von Harvey’s Ergebnissen Vergleiche zwischen dem 
Permeiervermégen der verschiedenen untersuchten Amine anstellen, so muss 
man nach den vorhin dargelegten allgemeinen Prinzipien folgende Umstande 
in Erwagung ziehen: 1. Als Aussenlésung benutzte Harvey Lésungen der 
freien Basen, in denen — trotz der méglichen Verunreinigungen des Lésungs- 
wassers — die Konzentration der freien Base tatsachlich annahernd dieselbe 
war, weil die untersuchten Amine hinsichtlich ihrer Starke nicht allzuviel 
voneinander abweichen (vgl. zB. LunpEN 1908). 2. Die intrazellularen Kon- 
zentrationen der undissoziierten Molekiile der verschiedenen Basen waren im 
Augenblick des Farbenumschlags wegen der annahernd gleichen Starke der 
gepriften Amine einander wahrscheinlich ziemlich gleich, und zwar waren 
diese Konzentrationen deswegen zugleich recht niedrig, weil die Verbindung 
des Neutralrots mit den sauren Bestandteilen des Zellsaftes sich bereits bei 
einem niedrigen ph-Wert zersetzt (vgl. spater). 3. Das Diffusionsgefalle hin- 
sichtlich der undissoziierten Basenmolekiile war infolgedessen wahrend des 
Versuchs bei verschiedenen Basen annahernd dasselbe. 4. Die Totalmengen 
der verschiedenen Basen im Zellinnern waren im Augenblick des Farbenum- 
schlags aus dem in Punkt 2 erwahnten Grunde auch annahernd dieselben. 
Also geben die in den Experimenten beobachteten Zeiten des Farbenum- 
‘schlags wahrscheinlich ein annaherndes Mass fiir das Permeiervermégen der 
verschiedenen Basen ab. Harvey’s Ergebnisse zeigen jedoch, dass diese Zeit- 
werte bei verschiedenen Basen so gleichgross sind, dass in Anbetracht der 
-Ungenauigkeit der angewandten Methode kaum etwas anderes von dem Per- 
meiervermégen der untersuchten schwachen Basen gesagt werden kann, als 
dass sie in die gepriiften Zellen mit grosser und annahernd derselben Ge- 
schwindigkeit permeieren. (Nur die Tabelle itber die Ergebnisse der Experi- 
mente mit Elodea, a. a. O., scheint die Reihenfolge NH, ) CH,NH, ) 
(CH3),NH ziemlich deutlich anzugeben.) 

Das mit Neutralrot gefarbte Paramaecium diente auch in der Untersuchung 
yon BORNSTEIN und RUTER (1925) als lebendes Objekt. Die Autoren priiften 
das Verschwinden der Farbe aus diesen Protozoen, wahrend sie in der Lésung 
verschiedener Alkaloide und einiger anderer Stoffe lebten, und hielten diese 
Erscheinung fiir ein Zeichen des Eindringens der genannten Stoffe. Diese 
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Erklarung und die Beweiskraft der Experimente in betreff des grossen 


Permeiervermégens der untersuchten Basen in Paramaecium verliert jedoch 
bedeutend an Wert, da auch Alkalisalze und Zucker Entfarbung verursachen. 
— Dasselbe Objekt wurde auch von Packarp (1925) benutzt, nach dessen 
Angaben das Licht beschleunigend auf das an und fiir sich rasche Per- 
meieren des Ammoniaks wirken soll. 

An die vorhergehenden diirfte sich auch die Untersuchung von WERTHEI- 
MER (1923) anschliessen, in der der Verfasser das Eindringen einiger schwachen 
Basen (in einer Konzentration von 0.005—0.01-m in physiologischer Koch- 
salzlésung gelést) durch die iiberlebende Froschhaut in eine Kochsalzlésung 
priift, die Neutralrot + 4 Tropfen 0.1-m H 280, enthielt. Der Indikator gab 
an, wann von der Base soviel durchgedrungen war, dass die Lésung deutlich 
alkalisch wurde. Auf Grund der Zeit, die bei Benutzung verschiedener schwa- 
cher Basen fiir die genannte Farbenveranderung nétig war, erhielt Werthei- 
mer fiir diese folgende Reihenfolge der Permeiergeschwindigkeiten (mit der 
schnellsten begonnen): Ammoniak ) Trimethylamin ) Dimethylamin. Was den 
Lebenszustand der Froschhaut anbelangt, diirfte irgendein sicheres Krite- 
rium desselben wahrend des Experiments schwierig zu ermitteln sein. War 
die Haut aber wirklich hinsichtlich ihrer Permeabilitatseigenschaften unver- 
andert, so diirfte das Ergebnis in betreff dieses Objektes fiir richtig gehalten 
werden k6nnen, erstens weil die untersuchten Amine ihrer Starke nach nicht 
allzuviel voneinander abweichen, und zweitens weil die Mengen der verschie- 
denen Basen, die nétig waren, um den Farbenumschlag des Indikators zu 
bewirken, und ebenso die herrschenden Diffusionsgefalle annahernd gleich 
gross waren, so dass die Versuchszeiten tatsachlich als ein ungefahres Mass 
fiir das Permeiervermégen dieser Basen dienen kénnen. — 

Indem er die in die Zelle eindringende Basenmenge direkt analysierte, 
zeigte Kozava (1919), dass das Glucosamin in gewissem Grade in die Blutkér- 
perchen des Menschen permeiert, dagegen nicht in die Blutkérperchen des 
Kaninchens, des Hundes und des Pferdes. Rona und Brocu (1924 a, b u. 
' 1922) benutzten eine besondere biologische Analysenmethode und zeigten, 
dass Chinin in die Blutkérperchen gewisser Sdugetiere und Vogel sehr rasch 
eindringt. Die Ergebnisse dieser beiden Untersuchungen lassen sich jedoch 
schwerlich mit denjenigen der anderen vergleichen, weil die sowohl wahrend 
der Glucosamin- als der Chininexperimente herrschenden Diffusionsgefalle 
nicht ermittelt wurden, da der Zustand dieser Stoffe innerhalb der Blutkér- 
perchen unbekannt war. Durch direkte Analyse (Nesslerisieren) hat IRwIN 
(1926) gezeigt, dass das Ammoniak schnell in lebende Zellen von Nitella per- 
meiert. — 


Ks ist ratsam, sich den Untersuchungen gegeniiber vorsichtig zu verhaltaen 


in denen als Kriterium der Permeierfahigkeit der schwachen Basen Verdnde- 
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rungen in der Funktion der lebenden Zelle oder andere ihrem Mechanismus 
nach mehr oder weniger unbekannte Erscheinungen benutzt worden sind, 
Denn es liegt in der Natur der Sache, dass bei derartigen Permeabilitatsbe- 
stimmungen im allgemeinen weder die permeierten Mengen noch die Grésse 
des treibenden Diffusionsgefalles bestimmt werden kénnen. Zuverlassige 
quantitative Ergebnisse iiber die Grésse der Permeabilitat lassen sich also mit- 
tels derartiger Methoden kaum erzielen. Solche Untersuchungen sind sowohl 
mit Pflanzen- als auch mit Tierzellen ausgefiihrt worden.. Was besonders die 
Alkaloide betrifft, hat man Untersuchungen dieser Art wegen der allgemeinen 
pharmakologischen Bedeutung dieser Stoffe in grosser Menge angestellt. Im 
folgenden werden nur einige Untersuchungen beriicksichtigt, die eben fiir die 
Klarlegung der Permeabilitatsfrage vielleicht von Bedeutung sein kénnen. 

MEYERHOF (1916) untersuchte die hemmende Wirkung verschiedener 
Stoffe auf die Atmungserscheinungen nitrifizierender Bakterien, indem er 
u. a. das Ammoniak und seine Derivate sowie einige Alkaloide behandelte. 
Aus seinen. Untersuchungen gewinnt man die Auffassung, dass die alipha- 
tischen Monoamine sowie Piperidin, Coniin, Naphthylamin und die Alkaloide 
— das Morphin vielleicht ausgenommen — in héherem oder geringerem Grade 
im stande sind, die Atmung der untersuchten Bakterien zu hemmen und mit- 
hin — soweit diese EKinwirkung, wie wohl wahrscheinlich, auf das Eindringen 
der Stoffe in die Zelle zuriickzufiihren ist — auch zu permeieren. Auf Grund 
dieser Experimente kann dagegen das relative Permeiervermégen der oben 
angefiihrten Stoffe schwerlich ermittelt werden. Die fehlende oder ganz geringe 
Einwirkung der aliphatischen Diamine, des Piperazins, Guanidins und Pyri- 
dins sowie des Anilins scheint nicht ohne weiteres zu beweisen, dass diese 
Stoffe ohne Permeiervermégen sind, denn der Mechanismus der als Kriterium 
benutzten Atmungshemmung ist unbekannt. 

GraFE (1912) untersuchte die hemmende Wirkung des Ammoniaks, der 
Amine und einiger Alkaloide auf die Oxydation der Blutkérperchen. Wenn die 
oxydationshemmende Wirkung als Massstab fiir das Permeiervermodgen be- 
trachtet werden kénnte, wiirden die Ergebnisse zeigen, dass das Ammoniak 
und die Amine ungefahr mit derselben Geschwindigkeit in die Zelle permeieren 
und dass die Alkaloide auch ein grésseres oder kleineres Permeiervermégen be- 
sitzen. Uber das Permeiervermégen dieser Stoffgruppen, verglichen miteinan- 
der oder mit anderen Stoffen, geben die Experimente natiirlich keine Auskunft. 

Auch das von Borescu (1919) als Kriterium der Permeation benutzte 
Emulgierungsvermégen verschiedener Stoffe gegeniiber den Fettknaueln in 
den Blattzellen von Fontinalis ist seinem Mechanismus nach unbekannt. 
Kin quantitativer Vergleich des Permeiervermégens verschiedener Stoffe 

‘kommt somit nicht in Betracht, und die von Boresch dargestellte Reihenfolge 
des Permeiervermégens der Alkaloide ist offenbar ganz willkiirlich. 
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Wie lautet also die Zusammenfassung des Vorhergesagten in betreff des 
Vermégens der schwachen Stickstoffbasen, in die lebende Zelle einzudringen? 
Erstens diirfte zuzugeben sein, dass die bisherigen Untersuchungen eine in 
quantitativer Hinsicht nur sehy unbestimmte Auffassung von dem Permeier- 
vermogen der schwachen Basen ergeben. Zweitens scheint diese Auffassung 
sich noch auf demselben Niveau zu befinden, auf das sie durch OVERTON’S 


Untersuchungen gehoben wurde. Denn im Grunde genommen wetss man ja * 


immer noch iiber diesen Gegenstand nur, dass das Ammoniak und die unter- 
suchten aliphatischen Monoamine und wahrscheinlich auch die Alkaloide 
vasch in lebende Zellen permeieren (eine Ausnahme macht teilweise das Glu- 
cosamin nach Kozava, und auch die Alkaloide sollen nach Ruhland nicht be- 
sonders rasch permeieren), wogegen die Diamine, nach Meyerhof vielleicht auch 
das Guanidin, langsam permeieren. Wie gross das Permeiervermégen dieser 
Stoffe, verglichen z. B. mit demjenigen der Nichtelektrolyte ist, dariiber kann 
auf Grund der bisherigen Experimente schwerlich irgendeine bestimmte Mei- 
nung ausgesprochen werden. 

Es scheinen somit die vorhin angefiihrten Aussagen von Stiles und Jacobs 
iiber die Notwendigkeit von neuen quantitativen Permeabilitatsbestimmungen 
eben auch in betreff der schwachen Basen vdllig berechtigt zu sein. 


Aus Obigem ergibt sich von selbst als Aufgabe der folgenden Untersuchung: 

1. Das Permeiervermégen verschiedener Basen in bezug auf normale, 
unbeschadigte Pflanzenzellen zahlenmdassig festzustellen. Zu diesem Zwecke 
war es notwendig 

a) zu priifen, ob die beiden oben dargestellten Arbeitshypothesen stich- 
haltig sind, 

b) die wahrend des Experiments in die Zelle eingedrungenen Basenmen- 
gen und die wahrend des Permeationsprozesses herrschenden mittleren Dif- 
fusionsgefalle in Hinsicht auf die freien Basen zu bestimmen, sowie 


c) den Lebenszustand und die eventuellen Permeabilitatsveranderungen | 


der Zelle wahrend der Experimente besonders ins Auge zu fassen. 
2. Die zwischen dem Permeiervermégen dey verschiedenen Basen und 
ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften bestehenden Beziehungen fest- 


zustellen, um auf dieser Grundlage eine méglichst wahrscheinliche Erklavung — 


der beobachteten Permeationserscheinungen zu finden. Dabei boten vom Stand- 
punkt der in letzter Zeit immer mehr hervortretenden kombinierten Ultra- 


filter-Lipoidléslichkeitshypothese aus die extrem kleinen Molekiile Nive 


CH,;NH, und NH, .NH, ein ganz besonderes Interesse. Anderseits war es 


ee 
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atch interessant zu entscheiden zu suchen, ob Overton und andere friihere 
Forscher das Permeiervermégen der grossmolekularen, aber lipoidléslichen 
Alkaloide sehr iiberschatzt haben, wie kiirzlich behauptet worden ist. 


lll. Eigene Permeabilitatsexperimente. 
1. Die untersuchten Basen. 


Der Verfasser war bestrebt, die Auswahl der Basen moglichst vielseitig zu 
gestalten. Abgesehen davon, dass die Anschaffungs- und Synthetisierungs- 
méglichkeiten beschrankt waren, zeigte die Erfahrung, dass nur die Basen, 
deren Dissoziationskonstante annahernd zwischen 1073 und 10~° liegt, geeignet 
sind, mit der angewandten Methode untersucht zu werden. Ist die Konstante 
viel grésser als 10 ~3,so ist es schwierig, eine fiir die lebende Zelle unschadliche 
Losung der Base herzustellen, in der die Konzentration der freien Base die 
fiir die Experimente nétige Grésse hat. Ist die Konstante wiederum viel klei- 
ner als 10 ~ °, sosind die Basen zu schwach, um in einer fiir die Zelle zutraglichen 
Konzentration die als Kriterium des Permeierens benutzten Erscheinungen 
herbeizufiihren (vgl. spater). Ausserdem muss die freie Base wenigstens bis 
zu einer Konzentration von etwa 0.0002-n in Wasser léslich sein. 

Die untersuchten Basen sind in der umstehenden Tabelle zusammengestellt, 
in der neben der chemischen Formel, dem Molekulargewicht und der Disso- 
ziationskonstante auch die berechneten Dissoziationsrestwerte @ der Basen 
bei den in den Experimenten am haufigsten benutzten ph-Werten angegeben 
sind. 

Von diesen Verbindungen standen Brucin und Cevadin als freie Basen zur 
Verfiigung, aber bei der Herstellung der Lésungen wurden sie immer in der 
berechneten Menge HCl aufgelést. Die anderen waren alle in Salzform. Be- 
nutzt wurden Ammoniak und alle aliphatischen Monoamine als Hydrochlo- 
ride, die aliphatischen Diamine als Dihydrochloride, Hydrazin als saures Sul- 
fat, aromatische Amine als Hydrochloride; unter den heterozyclischen Basen 
waren Piperidin und Cocain als Hydrochloride, Atropin als neutrales Sulfat 
vorhanden. Von diesen Verbindungen waren die anorganischen Basen, die 
aliphatischen Monoamine und Athylendiamin sowie Benzylamin, Piperidin 
und Brucin von KaniBaum, Putrescin und Cadaverin von Horrman-La 
Rocue, Cevadin von Mrercx, Novocain, Atropin und Cocain aus der hiesigen 
Universitatsapotheke bezogen und ‘Trimethylendiamin von dem Verfasser 
selbst synthetisiert (Methode von Fiscuer und Kocx 1884). 

Was die Diamine betrifft, mag darauf aufmerksam gemacht werden, dass 
von ihnen nur die erste Dissoziationsstufe beriicksichtigt wird, die zweite 
Dissoziationskonstante ist schon verschwindend klein. Die Dissoziations- 
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konstanten und Léslichkeiten der heterozyclischen Basen und des Novocains 
sind der Veréffentlichung von Korrnorr (1925) entnommen, die anderen 
Dissoziationskonstanten stammen teilweise aus der Arbeit LunDEN’s (1908), 
teilweise aus denen Korruorr’s (1923 und 1925), wobei immer der neueste 
Wert genommen worden ist, wenn unter mehreren zu wahlen war. Fiir Glucos- 
amin und Hydrazin wurden die Konstanten vom Verfasser selbst in folgen- 
der Weise bestimmt (vgl. KorrTHorr 1. c.): ; 

Die Dissoziationskonstante der Base ist gleich der Hydroxylionenkon- 
zentration der Lésung, in der die Base zur HAlfte frei ist. Eine solche Lésung 
wurde hergestellt (z. B. 10 ccm 0.1-m Glucosamin-HCl + 5 ecm 0.1-m NaOH) 
und ihre [OH’] = Ky. : [H'] = Kgoy kolorimetrisch bestimmt. Die Ergeb- 
nisse der beiden zu verschiedenen Zeiten ausgefiihrten Bestimmungen mit den 
betreffenden Stoffen sind folgende: 


Hydrazin Kyoy = 10—% (20°) Phenolrot u. Kresolrot im Komparator 
» opie 10 &0 » » » » » » 


Mittel 10 — 6-1 » » » » » » 


Glucosamin Koy = 107%? (20°) Phenolrot u. Kresolrot im Komparator 
» peas Te » » » » » 


Mittel = 1062 »- » » » » 


Zum Vergleich wurde in derselben Weise die Dissoziationskonstante des 
Ammoniaks, des Methylamins und des i-Amylamins bestimmt. 
Das Ergebnis war: 


Ammoniak Kyo, = 107 4:7 bis10~ 4:8 (20°) (nach LunpEN 1908 104-76; 25°) 
Methylamin » =10733 » » » ee eee 
i-Amylamin » =10733 » » » tei OS Scbarey 


Das Ergebnis stiitzt die mit Hydrazin und Glucosamin erzielten Werte 
‘und zeigt atch, dass ein Unterschied von 5° in der Bestimmungstemperatur 
mit der Indikatormethode nicht zum Vorschein zu kommen scheint, so dass 
die Werte von Lundén, Bredig u. a. als solche fiir die folgenden Experimente 
anwendbar sein werden. Es ist zu bemerken, dass der jetzt bestimmte Wert 
des Hydrazins bedeutend von dem von Brepic (1894) abweicht. Im folgen- 
den wurde jedoch immer der neue Wert als der wahrscheinlichere benutzt, 
da Bredig von seinem eigenen sagt (1. c. S. 308): »Die Konstanz der Werte K 
ist sehr mangelhaft, weil einerseits die von mir benutzte Hydrazinlosung 
unmittelbar vorher zu anderweitigen Messungen gedient hatte, andererseits 
das Hydrazin sehr schnell von den Platinelektroden oxydiert wird.» 
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Als lebende Objekte dienten in den Versuchen die Epidermiszellen der 
Unterseite det Blattrippe von Rhoeo (Tradescantia) discolor, die Zellen der 
Staubfadenhaare von Tradescantia virginica und die Wurzelzellen von Lemna 
minor. 

Im folgenden werden die Experimente und Ergebnisse jedes Objekts ge- 
trennt dargestellt, zuerst die Versuche mit Rhoeo discolor, da sie die vollstan- 
digsten und ihren Ergebnissen nach deutlichsten sind. 


1. Experimente mit Rhoeo discolor. 


A. Methodik 
a. Ausfiihrung der Versuche. 


In der Mediane der Blattmittelrippe von Rhoeo discolor wurden mit dem 
Rasiermesser zuerst ein Langsschnitt und dann in Abstanden von je 3—4 mm 
mehrere Querschnitte gemacht. Ein tangentialer Schnitt lieferte schliesslich - 
die nétige Menge 1/,—1 mm dicke, von gleichmassigen Zellreihen gebildete 
Epidermisplattchen, die in den Experimenten benutzt wurden. 

Die Methode beruht darauf, dass die Base, wenn sie in die Epidermiszellen _ 
eindringt, die [OH’] im Zellsaft erhdht, was man daraus ersieht, dass die rot- 
violette Farbe des Zellsaftes blau wird. Als Beleuchtung wurde zuerst Tages- 
licht benutzt. Weil dieses aber nach der Farbe der Lichtquelle (blauer Him- 
mel, weisse Wolken, dunkle Wolken) bedeutend wechselte, wurde in den meis- 
ten Versuchen elektrisches Licht angewandt. Um die Methode méglichst © 
quantitativ zu machen, wurde bei der Beobachtung des Farbenumschlags 
folgendermassen verfahren: ; 

Erstens musste ein allen Basen gemeinsamer, immer leicht zu beobachten- | 
der Punkt in der Verfarbung des Anthocyans bestimmt werden. Um einen | 
solchen zu finden, wurde die Farbenskala des Anthocyans von ph = 2 bis 
ph = 12 bestimmt, und zwar so, dass die Schnitte getétet wurden, indem sie 
mit einer Pinzette 20’’ lang in kochendem Wasser gehalten und rasch in eine 
Pufferlésung getan wurden, in der das gewiinschte ph herrschte. Der Puffer 
drang rasch in die toten Zellen ein und gab ihrem Anthocyan, das ziemlich 
langsam aus der Zelle diffundierte, den betreffenden Farbenton, welcher also 
sehr gut beobachtet werden konnte. Der durch den Puffer verutsachte Far- 
benton wurde mit einem Mikroskop beobachtet (Leitz, Okular 4, Objektiv 3), 
mit einer danebengehaltenen Farbentabelle verglichen (Klincksieck & Valette 
1908) und die Ziffer der Farbe, die ihrer Nuance entsprach, notiert. Nach der 
Farbentabelle wurden dann die betreffenden Nuancen auf Papierstreifen 
gemalt, und aus diesen wurde eine Farbenskala zusammengestellt. 
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Wegen der Kontrolle wurde die Herstellung der Skala auch so ausgefiihrt, 
dass die Zellen im ather- und formalinhaltigen Puffer vom erwiinschten ph- 
Wert getotet wurden. Das Ergebnis stimmte in befriedigender Weise mit dem 
vorhergehenden iiberein. 

Die Farbenskala wurde sowohl mit Sonnen- als mit elektrischem Lichte 
bestimmt. Aus beiden geht hervor, dass die Farbenveranderung des Antho- 
cyans auf der sauren Seite des Neutralpunktes sehr gering ist. Der urspriing- 
liche Farbenton der Zelle entspricht nach der Skala ph = 5—6, die ihrer 
Nuance nach fast ganz gleich sind. Bei ph =7 wird eine kaum bemerkbare 
Veranderung ins Blauliche beobachtet, bei ph = 8 ist die Veranderung schon 
deutlich, wenn auch schwach sichtbar, bei ph = 9 war das Blauwerden noch 
deutlicher. Bei ph = 10 begann eine griinlich-blaue Nuance, die bei héheren 
ph-Werten zuerst rein griin und dann griingelb wurde. Als Grundlage der 
Methode wurde nun die Bestimmung des Augenblicks gewahlt, in dem die 
Verfarbung zum ersten Male deutlich beobachtet werden konnte, also als ph 
innerhalb der Zellen bis auf ca. 8 gestiegen war. 

Da die Cuticula die benutzten Basen nicht merklich durchlasst, so dringt 
der permeierende Stoff in die Epidermiszellen vom Rande des Schnittes aus 
ein, so dass der Farbenumschlag ganz regelmassig von Zellreihe zu Zell- 
. teihe fortschreitet. Ausserdem dringen die Baser natiirlich auch von unten 
in den Schnitt hinein, aber auf diesem Wege miissen sie zuerst ein fiinf bis 
sechs Zellschichten dickes, farbloses Mesophyllgewebe durchwandern und 
erreichen so die Epidermis erst, nachdem bereits die 5—6 aussersten Epider- 
miszellenreihen vom Rande aus blau geworden sind. 

‘Im folgenden wurde nur der Farbenumschlag in der ersten Reihe der 
Epidermiszellen als Grundlage der Berechnungen benutzt, weil, wenn zwei 
oder mehrere Reihen blau geworden sind, die aufeinanderfolgenden Reihen 
einen deutlich verschiedenen Farbenton haben und somit offenbar Basen- 


' konzentrationen sehr verschiedener Grésse enthalten. 


Wenn es sich um rasch permeierende Basen handelte, waren schon.bei der 
ersten Beobachtung — wenn sie, wie dies 6fters geschah, nach Ablauf von 15 
Minuten ausgefiihrt wurde — in der Regel mehr als eine Zellreihe verfarbt. 
Die Zeit der Verfarbung der ersten Reihe wurde in diesem Fallso gewonnen, 
dass das Fortschreiten der Verfarbung auf Grund der sie wiedergebenden Kurve 
geschatzt wurde (vgl. unten), die, wenn es sich um solche Basen handelt, bei- 
nahe gerade ist, wie Experimente, in denen die Beobachtung jede dritte Minute 
ausgefiihrt wurde, deutlich an die Hand geben. 


Um einen deutlichen Begriff davon zu geben, wie die Versuche ausgefithrt 
wurden, soll hier ein solcher beschrieben werden: 
Zu untersuchen waren Ammoniak, Hydrazin und Glucosamin. Die Kon- 
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zentration des Ammoniaks betrug in der Aussenlésung 9.5-10—4, die des Hydra- 
zins 2-10 ~—% und die des Glucosamins 2.3 - 10%. 

Die Lésungen, deren Volumen je 100 ccm betrug, wurden auf einem durch 
einen elektrischen Motor getriebenen Schiitteltisch in Erlenmeyerkolben von 
200 cem Grésse geschiittelt, deren Miindung mit einem Gummipfropfen ver- 
schlossen war. In jeder Lésung befanden sich 2 Schnitte, die alle 15’ mikrosko- 
pisch untersucht wurden, wobei die Schnitte in einem dazugehérigen Tropfen 
der’ Lésung vermittels eines Glasréhrchens schnell auf ein Objektglas gebrashs 
wurden. 


Das Versuchsprotokoll sieht folgendermassen aus: 


Tabelle 2. - 
Temp. = 21.5°C. ph = 10.5 (Ringer-Puffer, zweifach verd.) 
Zeit Ammoniak Hydrazin . | Glucosamin | Reiner Puffer 
; 2 Reihen blau | 1—Reihen blau | 0 Reihen blau| 0 Reihen blau 
Nts: 
2+ » » 1— » » 0 » » 0 » » 
: | 4 » » | 0 » » 0 » » 
= 1 » » O- » o 1, 0 » » . 
4b? a) » 0 » » 0 » » 
| 1% » » 0 » » 0 » » 
60° yy » » 0 » » 0 » » 
2— » » | 0 » » 0 is » 
95° 2— » » 0 » » 0 » » 
> 2% ee ae — » » ft » » 
90° + » » oe » » 
a » » + » » 
4— » > J1— do 9 ae 
105° 
| 1% » » |1— » » 


Aus dem Protokoll geht hervor, dass das Fortschreiten des Farbenumschlags 
minutidser als mit der Genauigkeit einer Zellreihe abgeschatzt wurde. Die 


Zellreihe 
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Abschatzung ist natiirlich recht willkiirlich, tragt aber wohl immerhin dazu bei, 
die Methode bis zu einem gewissen Grade mehr quantitativ zu machen. 

Behuis genauerer Bestimmung der Verfarbungszeiten der ersten Reihe 
wurden die Protokollwerte graphisch, die Zeit als Abszisse, die Anzahl der 
gefarbten Zellreihen als Ordinate, dargestellt. (Vgl. Figur 1.) 


Hieraus ergibt sich die Verfarbungszeit der ersten Reihe: 


Ammoniak & 
Hydrazin 28’ 
Glucosamin = 120° 


Puiferlésung allein > 120’ 


Um das Fortschreiten der Verfarbung genau kontrollieren zu k6énnen, ist 


-es notwendig, bei den Versuchen, die miteinander verglichen werden sollen, 


aus einer grésseren Schnittmenge moglichst genau langs einer und derselben 
Zellreihe geschnittene Schnitte zu wahlen. Bei solchen Versuchen muss 


_dafiir gesorgt werden, dass die Rander der verschiedenen Schnitte einander 


gleich sind. Es gibt némlich 2 Haupttypen der Schnitte: 


Figur 2. 


in deren Verhalten ein gewisser Unterschied zu beobachten ist. Die erste noch 
farbige Zellreihe des Typus 2 ist bedeutend weniger widerstandsfahig als 
die erste farbige Zellreihe des Typus 1, und ausserdem verlangsamt die 
erste leere Zellreihe des Typus 1 offenbar bedeutend die Diffusion der Base 
in die erste farbige Reihe, ein Umstand, der bei Typus 2 infolge seiner Struktur 
nicht in Betracht kommt. 

Wenn es sich um schwachere, sehr rasch in die Zellen eindringende Basen 
handelt, ist der Farbenumschlag in den Zellen verhaltnismassig undeutlich. 
In diesem Fall ist es am besten, bei der Rriifung des Schnittes einen in reinem 
Leitungswasser liegenden Schnitt, der seinen urspriinglichen Farbenton bei- 
behalten hat, zum Vergleich daneben zu halten. 


b. Berechnung der P-Werte. 


Bei der Besprechung der allgemeinen Grundsatze, welche bei Untersuchun- 
gen tiber das Permeiervermégen schwacher Basen zu beriicksichtigen sind, 
kamen wir zu dem Ergebnis, dass die in der Zeiteinheit permeierte Menge einer 
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schwachen Base dividiert durch das zwischen Aussenlésung und Zellsaft be- 
stehende Diffusionsgefalle in bezug auf die undissoziierten Molekiile dieser 
Base als rationelles Mass ihres Permeiervermégens zu gelten hat. Hier ist 
nun zu erértern, wie dieser Grundsatz praktisch verwirklicht werden kann. 

BARLUND (1929) benutzt als exaktes Mass des Permeiervermégefs von 
Nichtelektrolyten die Permeationskonstante P, deren Berechnung gemdass 
der folgenden Gleichung geschieht: 


dx 
dias P . (C—x), 


worin dx die in der Zeit dt eingedrungene Stoffmenge, C die Konzentration 
des permeierenden Stoffes in der Aussenlésung und x seine Konzentration im 
Zellsaft bedeutet. 

Die Anwendbarkeit dieser Gleichung in obiger Fassung setzt voraus, 1) 
dass der Permeationsvorgang den Diffusionsgesetzen gehorcht, 2) dass nach 
erreichtem Permeationsgleichgewicht auch Konzentrationsgleichheit zwischen 
Aussenlésung und Zellsaft in bezug auf den permeierenden Stoff herrscht, 
3) dass die Konzentration der Aussenlésung wahrend des Versuches konstant 
bleibt und 4) dass der permeierende Stoff nicht innerhalb der Zelle in eine 
andere : Verbindung iibergefiihrt wird. 

Die erste dieser Bedingungen kann aus Griinden, die vorhin angefiihrt 
sind, bei den in der vorliegenden Arbeit behandelten Versuchen als erfiillt 
angesehen werden. Auch einige spater anzufithrende Versuchsergebnisse 
sprechen fiir die Berechtigung dieser Voraussetzung. 


Das annahernde Zutreffen der zweiten Bedingung ist wohl von vornherein - 


plausibel, sofern es sich um Zellen handelt, die keinen zu sehr konzentrierten 
Zellsaft fiihren, und sofern das Permeieren allein auf Diffusion — also nicht 
auf adenoider Tatigkeit der Protoplasten — beruht. Auch experimentelle 
Ergebnisse lassen sich als Stiitzen dieser Annahme anfiihren. So z. B. stellten 
OstERHOUT (1925) und OsTERHOUT und Dorcas (1925) durch direkte Zell- 
saftanalysen fest,dass H,S und CO, sich zwischen dem Zellsaft der lebenden 
Valonia-Zelle und dem.umgebenden Meerwasser ziemlich genau im Kon- 
zentrationsverhaltnis 1:1 verteilen. BARLUND (1929) hat wiederum auf plas- 
molytischem Wege festgestellt, dass zahlreiche Nichtelektrolyte in Epidermis- 
zellen von Rhoeo discolor recht genati bis zur Konzentrationsgleichheit mit 
der Aussenlésung eindringen. Da nun eben die Epidermiszellen von Rhoeo 
das Hauptversuchsobjekt der vorliegenden Untersuchung darstellen und da 
ein prinzipieller Unterschied im Verhalten der undissoziierten Basenmolekiile 
verglichen mit den Molekiilen der Nichtelektrolyte unwahrscheinlich ist, so 
scheint die Annahme in der Tat gut gestiitzt, dass nach erreichtem Permea- 


ays -Yete+ 


eee ts 
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tionsgleichgewicht auch eine ungefahre Konzentrationsgleichheit zwischen 
Aussenlésung und Zellsaft in bezug auf die undissoziierten Basenmolekiile 
herrscht. Auch einige spater zu besprechende Versuchsergebnisse zeugen fiir 
die Richtigkeit dieser Annahme. 


Dagegen will IRwIn (1926) gefunden haben, dass die Konzentration der 
undissoziierten Brilliantcresylblaubase bei erreichtem Gleichgewicht im Zell- 
saft von Nitel/a erheblich kleiner als in der umgebenden Pufferlésung ist. — Ubri- 
gens verdient hervorgehoben zu werden, dass die obige Gleichung, auch wenn 
die zweite Bedingung nicht genau erfiillt ist, gut anwendbar ist, sofern man nur 
dafiir sorgt, dass in den Experimenten das zu erwartende Gleichgewicht noch 
lange nicht erreicht wird. In den vorliegenden Versuchen war dies wirklich 
meistens der Fall, da — abgesehen von den allerschwdchsten untersuchten 
Basen — das Diffusionsgefalle sich héchstens um 10 °/, (gewohnlich nicht um 
mehr als 1—2 °/,) seines Anfangswertes verminderte. 


Die dritte Bedingung ist durch zweckentsprechende Wahl der Versuchs- 
anordnung leicht zu verwirklichen. 

Dagegen ist die vierte der oben aufgezahlten Bedingungen fiir die Anwend- 
barkeit der von BARLUND benutzten Gleichung in unserem Falle offenbar nicht 
erfiillt. Denn wenn die undissoziierten Basenmolekiile in eine mit saurem 
Zellsaft ausgestattete Zelle eindringen, findet selbstverstandlich eine teilweise 
Dissoziation derselben statt unter Bildung von praktisch permeierunfahigen 
Ionen, welche an der Verminderung des Diffusionsgefalles keinen Anteil neh- 
men. Unter solchen Umstanden tritt an Stelle der Gleichung 


dx 

dea saat 
die neue Gleichung 

dx , 

at i 4 (C—c), 


worin dx die Totalmenge der wahrend der Zeit dt permeierten Base (einerlei, 
ob dieselbe sich in Molekiil- oder Ionenform im Zellsaft befindet) bedeutet, 
wahrend C die Konzentration der undissoziierten Basenmolekiile in der Aussen- 
lésung und c ihre Konzentration im Zellsaft bedeutet. C—c gibt also die 
Grésse des treibenden Diffusionsgefalles an. In dieser Form lasst sich aber 
die Gleichung nicht integrieren, da man die gegenseitige Abhangigkeit von 
dx und c nicht feststellen kann. 

Gliicklicherweise kann man jedoch anstatt der obigen Differentialgleichung 
eine einfache approximative Gleichung aufstellen, die zam Berechnen von P 
gut brauchbar ist. Diese Gleichung lautet: 


_ = + (C—c) 
ie rm 
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Hierin bedeutet x die in der Zeit t permeierte totale Basenmenge, C die kon- 
. stante Konzentration der undissoziierten Base in der Aussenlésung und c ihre 


C+(C—c) . 


Endkonzentration im Zellsaft. ory ae gibt somit das mittlere Diffusions- 


gefalle in bezug auf die undissoziierten Basenmolekiile an. Fiir diese Gleichung 
wird fernerhin die Bezeichnung: die approximative Permeationsgleichung be- 
nutzt. Die mit ihrer Hilfe berechneten P-Werte weichen offenbar von den 
theoretischen P-Werten um so weniger ab, je weniger sich das Diffusionsge- 
falle wahrend des Versuchs verkleinert hat. Da nun die Verkleinerung des 
Gefalles meist nur 1—2 % betrug und nur bei den allerschwachsten Basen 
10 %, iiberstieg, so fallen im allgemeinen die von der Anwendung der approxi- 
mativen Gleichung verursachten Fehler praktisch gar nicht ins Gewicht. 

Um die approximative Permeationsgleichung zur Berechnung der P-Werte 
benutzen zu k6énnen, miissen zundachst in jedem Versuch die Gréssen x, t, C 
und c bestimmt werden. 

Der Wert von t wird direkt bestimmt; er bezeichnet ja die Zeit, welche 
vergeht, ehe der ph-Wert des Zellsaftes auf 8 gestiegen ist. Da bei Benutzung 
der Sekunde oder Minute als Zeiteinheit die P-Werte unbequem klein sein 
wiirden, wird in der vorliegenden Arbeit die Stunde als Zeiteinheit gewahlt. 

Sehr einfach gestaltet sich auch die Bestimmung der Konzentration C der 
freien Base in der Aussenlésung, da die Base in Pufferlésung?) gelést ist und 
das ph der derart erhaltenen Mischung kolorimetrisch bei Beginn und Ab- 
schluss des Versuchs bestimmt wurde. Mit Hilfe des ph-Wertes und der 


Dissoziationskonstante der Base berechnet man @ vermittels der Gleichung 


1 : ; ; ; ; 
o= 7 (Michaelis 1922). Die Konzentration der freien Base 


H 
1+ Kpou: 
BOR I 


in der Aussenlésung ist dann gleich der Totalkonzentration der Stickstoffbase 
multipliziert mit @. C verbleibt wahrend des Versuchs konstant, denn erstens 
ist die Menge der Lésung im Vergleich zum Volumen der Zellen eine sehr 
grosse, und zweitens enthalt die Lésung, infolge der Anwendung von relativ 
niedrigen ph-Werten, reichliche Mengen der Stickstoffbase in Ionenform, so 
dass an Stelle der verbrauchten Basenmolekiile stets neule nachgeliefert werden 
kénnen. Die Lésung ist also ausser in bezug auf die OH’-Ionen auch in bezug 
auf die Basenmolekiile gepuffert. 

Die Bestimmung von c. — Etwas komplizierter gestaltet sich die Bestimmung 
der Konzentration der freien Base, c oder [BOH], im Zellinnern in dem Augen- 
blick, wo ph im Zellsaft auf 8 gestiegen ist. Dies geschieht folgendermassen: 


1) Samtliche Puffergemische wurden nach den Vorschriften von KoLrtHOFF 
(1923) bereitet; nur das Carbonatgemisch von Auerbach und Pick wurde 
nach CLARK (1923) hergestellt. 
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Es wird fiir eine bestimmte Base diejenige Minimalkonzentration der 
freien Base in der Aussenlésung aufgesucht, welche eben noch im stande ist, 
den ph-Wert des Zellsaftes auf 8 zu erhéhen. Dann ist die Konzentration der 
freien Base im Zellinnern, der S. 32 angefiihrten Arbeitshypothese gemass, 
annahernd gleich der Konzentration der freien Base in der Aussenlésung. 

Die Bestimmung der Minimalkonzentration wurde zuerst fiir Ammoniak 
der Sicherheit wegen bei verschiedenen ph-Werten der Aussenlésung vorge- 
nommen. Die Versuche wurden an einem Schiitteltisch ausgefiihrt. Die Menge 
der Lésungen betrug je 100 ccm. In jeder Losung befanden sich je zwei Schnitte. 
Die Schnitte wurden sowohl mikroskopisch (bei elektrischem Licht) als auch 
makroskopisch untersucht und dabei mit einem in reinem Leitungswasser 
liegenden normalen Schnitt verglichen. Nach Ablauf von 2 Stunden (allem 
Anschein nach bereits frither) ist das Gleichgewicht zwischen Aussenlésung 
und Zellsaft annahernd erreicht, da sich bei fortgesetztem Schiitteln der Far- 
bungszustand in den Lésungen nicht mehr verandert. Die Resultate gehen 
aus der nachstehenden Zusammenstellung hervor, wo [BOH]x, die Konzen- 
tration der undissoziierten Molekiile des Ammoniaks in der Aussenlésung, 
also [NH,|]+[NH,OH] bezeichnet. Hier sind, wie tiberhaupt in der vorlie- 
genden Arbeit, die Konzentrationen stets in Gramm-Molekiilen bzw. Gramm- 
Tonen pro Liter ausgedriickt. 

Versuchsrethe I. Temp. 20°C. ph der Aussenlésung = 7 (Sérensen’s 
Phosphatpuffer, unverd.). Die Schnitte wurden mindestens 2 Stunden (meist 
sogar bedeutend langer) in der Lésung geschiittelt. 


Oui: 5. 10° 2.5. 10> 1.25. 10° 0.68. 10° 
Verfarbung: Deutlich Wahrnehmbar Beinahe 0 0 


Versuchsreihe II. Temp. 20° C. ph der Aussenlésung = 9.6 (Carbonatpuffer 
nach Auerbach und Pick, unverd.). Die Schnitte wurden mindestens 2 Stunden 
in der Lésung geschiittelt. 


[BOE an. 5 410 2.5. 106 feet) (0s, 10 
Verfarbung: Ziemlich deutlich Wahrnehmbar  Beinahe 0 0 


Versuchsreihe III. Temp 20°C. ph der Aussenlésung = 10.5 (Phosphat- 
puffer nach Ringer, zweifach verd.). Die Schnitte wurden nur eine Stunde in 
der Lésung geschiittelt, um sicher zt sein, dass die Zellen gesund waren. Wegen 
beschrankter Zeit wurde nicht der ganze Schnitt, sondern nur die 4—5 ersten 
Randzellenreihen untersucht. 


BO laa: 510 2.5.410° fee t0" 9 OeeedO> 
Verfarbung: Deutlich Ziemlich deutlich Beinahe 0 0 
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In samtlichen Versuchen lag also die gesuchte Minimalkonzentration zwi- 
schen 2.5.10° und 1.25 .40™°. 

Die Konzentration der freien Ammoniakbase in den Epidermiszellen der 
Blattunterseite von Rhoeo discolor ist also, wenn der ph-Wert des Zellsaftes 
ungefahr8 betragt, etwa 1.8.10. Aus den Versuchen ergibt sich ferner der Ein- 
druck, dass das Ammoniak vorzugsweise in undissoziiertem Zustand (als NH, 
oder NH,OH) und nicht in dissoziiertem Zustand (als NH,-Ion zusammen mit 
OH’) permeiert. Denn zur Erzielung einer bestimmten Blaufarbung war bei 
sehr verschiedenen NH,- und OH’-Konzentrationen in der Aussenlésung doch 
immer eine gleichgrosse Konzentration des freien Ammoniaks notig. 


Allerdings ware ja nun auch die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, dass die 
NH,- und OH’-Ionen zusammen in betrachtlichem Masse permeierten und dass 
ihre Permeiergeschwindigkeit dem Produkt ihrer Konzentrationen, also dem 
Ausdruck [NHj4].[OH’] direkt proportional ware. Dieser ist wiederum der 
Konzentration der undissoziierten Ammoniakmolekiile proportional, woraus 
auch eben folgt, dass vom rein formellen Standpunkt aus die eben angefiihrten 
Resultate ebensogut mit Hilfe der einen wie der anderen Hypothese erklart wer- 
den kénnen. Die Annahme einer wesentlichen Permeation der NH,- und OH’- 
Ionen in einander aquivalenten Mengen hat indessen nur sehr wenig Wahr- 
scheinlichkeit fiir sich u. a. in Anbetracht dessen, dass die Permeabilitat leben- 
der Zellen fiir Ionen sich im allgemeinen als nur sehr gering erwiesen hat. 


Der Umstand, dass auch im angewandten Carbonatpuffer ungefahr die 
gleiche Minimalkonzentration wie in anderen Puffern erhalten wurde, beweist, 
dass die Methode nur als sehr approximativ und der erhaltene Wert als unge- 
natu. bewertet werden miissen: es miisste namlich in diesem Puffer — voraus- 
gesetzt, dass die Kohlensaure annahernd bis zum Konzentrationsgleichgewicht 
eingedrungen ist, was man annehmen darf, da sie bekanntlich schnell per- 
meiert, — die Minimalkonzentration 5 mal so gross wie im carbonatfreien 
Puffer sein (vgl. spater). — Es ist natiirlich auch méglich, dass die zum 
Versuch mit Carbonatpuffer verwandten Zellen zufalligerweise weniger 
Saure enthielten als die iibrigen. 

Die Grésse c, d. h. die intrazellulare [BOH] am Ende des Versuchs ist bei 
den einzelnen untersuchten Basen verschieden gross, und zwar je nach der 
Starke der Base, da es ja selbstverstandlich, um den ph-Wert des Zellsaftes 
bis auf 8 zu erhdhen, einer grdésseren Menge schwacher als starker Basen bedarf. 
Auf Grund des angefiihrten Ammoniakversuches lasst sich nun auch die intra- 
zellulare [BOH] der iibrigen Basen bei ph = 8 berechnen. 

Das Ammoniak dissoziiert nach der Gleichung: 

[NH,] - [OH’] 


(ROH) ge laste ys 


: 
{ 
7 
t 
: 
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_ Wenn im Zellinnern ph = etwa 8 und also [OH’] = 10° ist, so ist nach dem 
soeben angefiihrten Ammoniakversuch die Konzentration der undissoziierten 
Molekiile [BOH] yy, im Zellinnern gleich 1.8 + 10™. Kyu, ist gleich hie 
Von den vier Gréssen der dargestellten Formel ist also nur [NH,] unbekannt. 
Lost man die Gleichung in bezug auf diese Grosse, so erhalt man als Wert fiir 
[NH,] bei ph = 8 im Zellinnern annahernd 3.2. 107°. Da nun stets auch in 
bezug auf samtliche iibrigen Basen der Moment untersucht wird, wo ph in 
der Zelle ca. 8 betragt, so ist, selbstverstandlich unter der Voraussetzung, dass 
die Aquivalentmenge der sauren’ Bestandteile der Zellen in den einzelnen 
Blattern ungefahr die gleiche verbleibt, die Ionenkonzentration der einzelnen 
Basen unter diesen Umstanden stets ungefahr die gleiche, also 3.2 - 10™*. 


Die Berechtigung der soeben aufgestellten Behauptung erhellt aus folgendem: 
In dem Zellsaft muss bei ph = 8 — damit Elektroneutralitat herrschen kann — 
die Summe der positiven und negativen Ladungen gleich gross sein. Ausser den 
neutralen Elektrolyten, welche auf die Reaktion des Zellsaftes keinen Einfluss 
haben und deren positive und negative Ladungen gleich gross sind (sie sollen 
je mit a bezeichnet werden), gibt es in dem Zellsaft positive Ladungen [B°] und 
[H’] und negative Ladungen [A’] und [OH’]. [A’] stammt aus der im Zellsaft 
als konstant angenommenen Séurenmenge und ist also bei bestimmtem ph-Wert 
konstant. Der Elektroneutralitat zufolge ist also a+[B*]+[H’] = a+[AJ+ 
(OH’). Da nun ph immer 8 ist, sind [H'] und [OH’] Konstanten und muss also 
auch [B-] unabhangig von der Beschaffenheit der Base konstant sein. 


Da die Basen ganz allgemein gemass der Gleichung 


(B’] [OH’] _ 
[BOH] ie BOH 


dissoziieren, und da nach dem vorher Gesagten [B‘] = 3.2- 10 und [OH’] = 
' 407° und ausserdem die Dissoziationskonstanten der Basen bekannt sind, so 
kann fiir jede Base [BOH] im Beobachtungsmoment (ph in der Zelle also 
ungefahr 8) durch Auflésung dieser Gleichung berechnet werden. In dieser 
Weise findet man die unten angegebenen Werte fiir die Konzentration der 
undissoziierten Basen im Zellsaft, wenn sein ph-Wert auf 8 gestiegen ist: 


Piperidin age Leg Atropin vps 
Diathylamin 3.10% Benzylamin SUB: 
Cadaverin 4.407 Ammoniak 2. 10° 
Putrescin 6.10" Cevadin 5 10" 
i-Amylamin 6.10" Novocain 5 10. 
Methylamin Geis Cocain 10° 
Trimethylendiamin 9.10% Brucin eles 
Athylendiamin eA. Hydrazin 4.10% 
Trimethylamin aL Glucosamin 5.10" 
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Um eine Bestatigung der derart berechneten Werte zu erhalten, wurde noch 
die Minimalkonzentration fiir das i-Amylamin experimentell aufgesucht. Das 
i-Amylamin wurde deshalb gewahlt, weil es sich in bezug auf Starke, Molekiil- 
grosse, Lipoidléslichkeit und Oberflachenaktivitat (vgl. weiterhin) sehr wesent- 
lich vom Ammoniak unterscheidet, jedoch schnell permeiert, so dass das Gleich- 
gewicht rasch hergestellt wird, bevor noch die Zellen gelitten haben. 


Temp. = 20°. ph der Aussenlésung = 7 (S6rensen’s Phosphatpuffer nicht verd.). 


[BOH] amytamin?  2.10°° 1078 mk tl 
Verfarbung:  Deutlich Beinahe 0 0 


Der Versuch zeigt, dass die gesuchte Minimalkonzentration des i-Amylamins 
zwischen 107° und 5.1077 lag. Der auf Grund des voranstehenden Ammoniak- 
versuchs theoretisch berechnete Wert des i-Amylamins ist 6.10. Das er- 
zielte experimentelle Resultat bestatigt also die approximative Richtigkeit der 
theoretisch berechneten Werte. 

Das letzterwahnte Experiment mit i-Amylamin weist in gleicher Weise wie 
der Ammoniakversuch auf das relativ geringe Permeiervermégen der Basenionen 
hin. Der Versuch scheint ferner fiir die Berechtigung der vorhin aufgestellten 
Arbeitshypothese zu sprechen, wonach, wenn Permeationsgleichgewicht zwi- 
schen dem Zellsaft und der die Zellen umgebenden Aussenlésung eingetreten ist, 
zugleich annahernde Konzentrationsgleichheit in bezug auf die undissoziierten 
Basenmolekiile herrschen soll. Denn sonst ware die Ubereinstimmung zwischen 
der experimentell bestimmten und der theoretisch berechneten Minimalkon- 
zentration des i-Amylamins schwer zu verstehen. 


Die Totalkonzentration der Base im Zellinnern. Nun braucht nur noch die 
Quantitat x der approximativen Permeationsgleichung berechnet zu. werden. 
Sie bezeichnet ja die Totalkonzentration der wahrend der Versuchszeit ein- 
gedrungenen Base im Zellsaft und ist somit gleich [BOH]+-[B’] im Zellinnern. 

Im vorigen wurde fiir die einzelnen Basen [BOH] im Zellinnern berechnet, 
desgleichen wurde der allen Basen gemeinsame [B']-Wert zu 3.2°10~ bestimmt. 
Berechnet man nun hieraus die Totalkonzentrationen, so kommt man zu fol- 
genden Werten: : 


Piperidin | 3.2.10 Atropin 3.3. 10™ 
Diathylamin 3.2.40~ Benzylamin 3.3. 10% 
Cadaverin 3.2.40 Ammoniak 3.4.10% 
Putrescin eC Ua Cevadin 3.7.107 
i-Amylamin 3.2.10" Novocain 3.7.10“ 
Methylamin 3.2. 40* Cocain 4.2.10 
Trimethylendiamin 3.2. 107 Brucin 7a; 10. 
Athylendiamin G0 5407 Hydrazin 7.2.10 ° 
Trimethylamin 3.2°40™ Glucosamin 8.2.10 


Da nun x, t, C und ¢ bekannt sind, lasst sich P aus der approximativen. 


Permeationsgleichung berechnen. 


a 
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c. Fehlerquellen. 


Die Fehlerquellen bei derartigen Bestimmungen sind leider sehr gross. 

Die grésste derselben ist wohl der Umstand, dass der Farbenumschlag 
des Anthocyans sehr unscharf ist und dass infolgedessen im Untersuchungs- 
moment der ph-Wert des Zellsaftes durchaus nicht sicher genau 8 ist, sondern 
stark variiert, so dass die berechneten Totalmengen und Diffusionsgefille 
recht ungenaue Approximativwerte darstellen. 

Zweitens scheint die Sauredquivalentmenge des Zellsaftes ansehnlich zu 
schwanken, eventuell im Zusammenhang mit der Jahres- und Tageszeit und 
damit, wie lange die Schnitte vor dem Versuch im Wasser gelegen hatten und 
wie weit also die Exosmose aus den Zellen vor sich gegangen war; ist es ja 
doch sehr wohl méglich, dass saure Bestandteile des Zellsaftes aus der Zelle 
diffundieren. Und es hatte in der Tat bei jedem einzelnen Versuch eigentlich 
fiir jedes Blatt die Minimalkonzentration der undissoziierten Molekiile der zu 
untersuchenden Base, die zur Steigerung des ph-Wertes auf 8 im Zellinnern 
erforderlich war, bestimmt werden miissen, um mit Hilfe des so erhaltenen Wer- 
tes die Totalmengen der Basen im Zellinnern und die mittleren Diffusions- 
gefalle in diesem Versuch berechnen zu kénnen. Dieser Fehler wurde aller- 
dings durch den Umstand abgeschwacht, dass bei den Verstichen beinahe 
immer drei verschiedene Basen an demselben Blatt gepriift wurden, wobei 
eine derselben Ammoniak war (vgl. weiter unten!). Infolge des Gesagten 
mussten zwecks Erzielung einigermassen sicherer Resultate moéglichst zahl- 
teiche Versuche gemacht werden. 

Im Vergleich zu den obenerwahnten Fehlerquellen spielen AE Fehler, 
welche bei der ph-Bestimmung in den benutzten Aussenlésungen gemacht 
werden, eine unbedeutende Rolle. Allerdings muss darauf geachtet werden, dass 
bei Benutzung der Indikatoren von CLarK und Luss, zu denen das haufig 
benutzte Phenolrot gehért, der Alkaloidfehler recht gross ist (vgl. MicHAELIS 
und DEeRNBy 1922), so dass die ph-Werte der Cocain-, Atropin-, Brucin- und 
Cevadinlésungen bis zu einem gewissen Grade fehlerhaft sein konnen. Doch 
diirfte der Fehler nicht allzu gross sein, da die Versuchsergebnisse dieser Reihe 
mit den Versuchsergebnissen der anderen, in denen ph mit den alkaloid- 
fehlerfreien einfarbigen Indikatoren von MICHAELIS bestimmt worden war, 
sehr gut iibereinstimmen. 

Eine Fehlerquelle, die vielleicht auch in Betracht zu ziehen ware, ist die 
mégliche Bildung von Sauren in den Epidermiszellen unter dem Einfluss der 
eingedrungenen Basen. Uber die Grésse dieser ganz hypothetischen Fehler- 
quelle lasst sich schwerlich etwas Bestimmtes aussagen. Der Umstand, dass 
die Versuchszeit im allgemeinen recht kurz war, lasst immerhin die Vermutung 
berechtigt erscheinen, dass diese Fehlerquelle keine grosse Rolle gespielt hat. — 
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Es mag noch besonders darauf hingewiesen sein, dass die Permeabilitats- 
bestimmungen ausgefiihrt wurden, bevor noch die Atherléslichkeit und Ober- 
flachenaktivitat der benutzten Basen bestimmt waren. Dieser Umstand ist 
offenbar von grosser Bedeutung, da im entgegengesetzten Fall, infolge der 
Ungenauigkeit der ph-Schatzung im Zellsaft, eine eventuelle Suggestion zu 
Gunsten eines bestimmten Parallelismus zwischen dem Permeiervermégen und 
den physikalischen Eigenschaften keineswegs undenkbar gewesen ware. 


B. Versuchsergebnisse, 


a. Versuche mit kohlensdurefrecen Lésungen. 


ph der Aussenlésung = 7.2 —7.9 (Bestimmung mit Phenolrot nach Gilles- 
pie). Hier wurden nur die schwachsten Basen, Hydrazin und Glucosamin, 
untersucht. ph = 7.9 wurde durch Herstellung einer Hydrazinlosung erhalten, 
in welcher das Hydrazin zur Halfte in undissoziierter Form war (vgl. oben). 
Es wurde eine Lésung verwendet, in der die Gesamtkonzentration des 
Hydrazins 4.10% und die Konzentration der freien Base also 2.107 betrug. 
ph = 7.8 wurde in entsprechender Weise durch eine Glucosaminlésung erhal- 
ten, in der die Konzentration der freien Base ebenfalls 2.10 betrug. Resultat: 


Puydrazin = 0.87 PG taccsamin < 0.003 


ph der Aussenlésung = 8 (Bestimmung mit Phenolrot wie oben). Zur 
Anwendung kam Sérensens unverdiinnter Phosphatpuffer. 

Wegen der Niedrigkeit des ph-Wertes wurden in dieser Serie nur 7 der 
allerschwachsten Basen untersucht. Die [BOH] des Ammoniaks in der Aussen- 
lésung war 5.10“, und die [BOH] der iibrigen wurde direkt proportional den 
Totalkonzentrationen der Basen im Zellinnern im Untersuchungsmoment be- 
rechnet. Bei diesem ph mussten 9.25 ccm 0.1-m Ammoniumchlorid auf 100 ccm 
Pufferlésung genommen werden. Durch eine so grosse Menge satier reagieren- 
den Salzes wurde der ph-Wert der Lésung um ein geringes herabgesetzt. Es 
wurde soviel 0.1-mol. NaOH zugesetzt, dass der ph-Wert wieder auf 8 stieg. 
Mit den anderen Basen wurde ebenso verfahren. 

Die Ergebnisse waren wie folgt (die Basen hier, wie auch bei den spateren 
Aufzeichnungen, nach abnehmender Starke geordnet): 


Mittel 
Pammoniak = 29° 28° 2.9 2.9 
Poevadia 27 a —\ 27 
Provocain = 8.4 ae 8.4 
F coca = 414 erat be 141.4 
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Mittel 
Paren = 9.60 0.66 — 0.63 
Pena, = 049 =) —~ 0.49 
F Bkiscentuia 0.09 — —— < 0.09 


ph der Aussenlésung = 9.6 (Bestimmung mit Phenolphthalein nach Michae- 
lis). Der urspriingliche Puffer war der von Ringer, dreifach verdimnt, 
ph = 10.97. Der ph-Wert sank jedoch bei der Auflésung des zu dem Versuch 
benutzten Aminsalzes auf 9.6. In dieser Reihe waren die [BOH]-Werte der 
untersuchten Basen in der Aussenlésung: 


Athylendiamin 4.6 .10° Hydrazin 4.6.10° 
Benzylamin 3.1.10” Glucosamin 4.6. 10° 
Ammoniak 352107 


Die Versuche wurden — anders als die vorigen — in geschlossenen Glas- 
gefassen auf einem unbeweglichen Tische gemacht, Beobachtung alle 3 Mi- 
nuten. Die Resultate waren wie folgt: 


F Atnyieadiomin < 0.2 Pi edeasia = 0.36 
F pegzyiagiin = 6.6 E Gractesenin — 0.10 
© remestak = 1.8 


ph der Aussenlésung = Io.; (Bestimmung mit Salicylgelb nach Michaelis). 

a. Zur Darstellung eines Puffers von ph = 10.5 in dieser Versuchsreihe 
wurde Ringer’s Puffer verwendet, indem 50 ccm 0.15-mol. Na,HPO, und 
5 ccm Q.a-mol. NaOH zusammengemischt und die so erhaltene Lésung 
zweimal verdiinnt wurde. In dieser léste man nun die zu untersuchenden 
Basen (als Salze) und bestimmte den ph-Wert sowohl am Anfang als auch 
am Ende des Versuchs. Die [BOH],y, der Aussenlésung betrug beim Ver- 
suche 4.9.10 und die iibrigen [BOH]-Werte wurden proportional den Total- 
mengen der Basen im Zellinnern berechnet (vgl. oben). Es sei darauf hinge- ; 
wiesen, dass das freie Saureaquivalent der benutzten Dichloride und des sauren 
Hydrazinsulfats vor der Auflésung des Salzes mit der berechneten. Menge 
0.1-mol. NaOH neutralisiert wurde. Geschah dies nicht, so sank der ph-Wert 
bei der Auflésung dieser Salze betrachtlich. Die Resultate sind folgende: 


Mittel Mittel 
Pyiperiain 4.4 4.4 Ara Paenzylamin 0-4 — =e 
Piiathylamin De aero | 2.4 Pee tae ae weeks he 
Peadaverin eae sie Old SMe: Bip As 
P putteicin 2 ees i 0.8 ASB OBA 2.7 
Pi Amylamin iy = 1.8 PR Gol Vis = 202 Sa 28 
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Mittel Mittel 
Pwrethylamin 0.54 = — 0.54 Pie esia ae 90 — Ge 
Parimethykadants 1 ene © Seas 72 — — 72 
P xthylendiamin <0. — <01 Pe Oat. 9 dee Age 
P reimetieylaxais Le i oe 1.6 Dery dewite 0.06 =) ==) Qed 
Patropin 0.9" = 0.49 P cshcomedal “<2 — —<02 


b. In dieser Serie wurde dreifach verdiinnter Kolthoff-Puffer verwandt. 
Dieser Puffer ist carbonathaltig, doch ist, wie sich spaterhin zeigt, seine 
freie Kohlensauremenge dermassen gering, dass er als kohlensaurefrei gelten 
kann. Der anfiangliche ph-Wert des Puffers war 10.86, er sank jedoch nach der 
Auflésung der Salze und nach der Verdiinnung auf 10.5. Die [BOH] der Basen 
in der Aussenlésung betrug in dieser Serie 1.9.10: Die Resultate waren: 


Mittel Mittel 
Pyiathylamin 3.4 nner ey on 4 Pieaeyiansia 4.6 — == 4.6 
Fe eeveasint a ts, SUE eS PY oman 2-0 ee 
Pethylamin 2.0 4.0 2.9 3.0 4.0 a — 3.7 


c. Hier bildeten die zu untersuchenden Basen, Hydrazin und vier Dia- 
mine, selbst den Puffer. Das zweite, freie Sdureaquivalent ihrer Salze wurde 
vermittels 0.1-mol. NaOH neutralisiert, worauf der Hydrazinlésung soviel 


NaOH-Lésung zugesetzt wurde, dass die Halfte des Hydrazins in undisso-_ 


ziierter Form war (wobei also das ph der Hydrazinlésung 7.9 betrug). Den 
Lésungen der Diamine wiederum wurde soviel NaOH zugesetzt, dass ph 10.5 
betrug. Die [BOH]-Werte der Basen in der Aussenlésung waren wie folgt: 


Cadaverin 1.5 .107 Athylendiamin 3.2. 107 
Putrescin 1.0310 - Hydrazin Ce 
Trimethylendiamin 2.0.107 


Die Resultate sind: 


P Cadavetin 0.25 FR Gtendinan th 0.040 
P pagesan 0. 14 Psaranie 0 44 
Pryrimethytendiamin 9-066 


ph der Aussenlisung = 11.5 (Bestimmung mit Salicylgelb nach Michaelis). 
Es wurde der im vorigen beschriebene Puffer von Ringer, dessen anfang- 
licher ph-Wert 11.77 war, nach dreifacher Verdiinnung benutzt. Der ph-Wert 
sank nach der Auflosung der Salze auf 11.5. Bei diesem ph-Wert wurden, da 
die Versuchszeit bloss kurz sein darf (vgl. spater), nur drei rasch permeierende 


atte 
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Basen untersucht. Die [BOH] der Aussenlésung samtlicher Basen betrug 
5.40°°. Die Resultate waren: 
Mittel 
tees Or 16y) 2.6 9 1804.7 
Poiathyiamin oe Dor 0). u6hr 2:5 
Peres. Th Te we, 1) Dem ~ 3.0 


Ein Blick auf die mitgeteilten Tabellen zeigt, dass die P-Werte einer be- 
stimmten Base stark schwanken, und zwar in héherem Grade, als der Un- 
sicherheit der kolorimetrischen ph-Schatzung des Zellsaftes zur Last gelegt 
werden kann (vgl. oben). Und dies ist ja auch begreiflich. Bei den Versuchen 
schwankten namlich auch in ein und derselben Pufferserie: Temperatur (von 
ca. 16° bis ca. 24° C), Belichtung, Tageszeit, Jahreszeit, Alter der Blatter und 
WaAsserungszeit der Schnitte. Die erhaltenen P-Mittelwerte sind infolge der 
ungleichen Versuchsbedingungen nicht exakt untereinander vergleichbar. Um 
besser vergleichbare P-Werte zu bekommen, wurde folgender Weg eingeschla- 
gen: Da das Ammoniak in beinahe allen Versuchen eine der gepriiften Basen 
war, wurde zundchst aus samtlichen Ammoniakversuchen ein Mittelwert fiir 
Py, berechnet. Das Ergebnis war Pyy = 2.8. Dieser mittlere P-Wert 
des Ammoniaks wurde nun als Grundlage fiir die Berechnung der relativen 
P-Werte der iibrigen Basen gewahlt, indem die in jedem Versuch erhaltenen 
urspriinglichen P-Werte der iibrigen Basen in bezug auf diesen Wert reduziert 
wurden, wie folgendes Beispiel zeigt: Man erhielt in einem Versuch 


F igethylamit 


8 
Pe <4) 6 aunt t. 
44 


= 0.4 und Pyy, = 1.4. Der relative Wert von Pyethyiamin 1st dann 


al 
Tabelle 3. 

feb anome 7 - ai Beassve I is Ti 
Se RAAN clo Avannine ews « 9.0 | 9.8 | Methylamin ............ 1.5 48 
NET VOCAL INE cia b a ccietva\asivtesis Lio: | of .204 Atropitt 2... Perey atin | 1.0 | O49 
| Benzylamin. ccs fodiens 4.9.0), ise| Beacitiwes gest ous: (40:89) = 0.91 
'i¢-Amylamin .........0.. 3G (dove yirazinjdJAis ens: 0.27 0.46 
PimniOniakeiesais. f.: Dae SHE CACAV OLD Ly othe, waives. 0.15 0.25 
|“ Didthylamin ............ 2.5 | 2.7 |Putrescin vce 0.086, 0.14 
Trimethylamin .,.,..... 2.5 | 4.6 | Trimethylendiamin .../. 0.041] 0.066) 
keewaclitir sarannts aca olts~ 2a.) 2.55) Athylendiamin ve.....55 | 0,025; 0.040 
ANSE IC Lx arden Sealct ara le ie 1.6 | 1.6 | Glucosamin ............ < 0.002/< 0.0038 
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Die Tabelle 3 enhdlt die aus sdmtlichen vorstehenden Versuchen  er- 
halienen mittleren P-Werte, zuerst (I) die relativen (die also frei von den 
durch den Wechsel der Versuchsbedingungen verursachten Fehlern sind) und 
zweitens (II) die bei Benutzung der urspriinglichen Werte der einzelnen Ver- 
suche erhaltenen Mittelwerte. 

Bei einem Vergleich dieser Werte darf die Ubereinstimmung als echt be- 
friedigend bezeichnet werden. Nur vom Trimethylamin bis zum Brucin ist die 
Reihenfolge der Permeiervermégen der Basen je nach der benutzten Berech- 
nungsweise eine verschiedene. 


b. Die Giiltigkeit der aufgestellten Arbeitshypothesen. 


Wenn man in den obigen Tabellen der einzelnen Versuchsreihen die bei 
zahlreichen Versuchen benutzten Basen naher betrachtet (in erster Linie 
wird es sich dabei um das Ammoniak, eventuell auch um das Hydrazin han- 
deln), und wenn man in Betracht zieht, dass sowohl die Totalkonzentration 
als auch die [BOH] in den verschiedenen Versuchen infolge der verschiedenen 
Starke der Basen und infolge der ungleichen ph-Werte stark schwanken, so 
kann man nicht umhin, zwei Schlussfolgerungen zu ziehen, zu denen die trotz 
der grossen Versuchsfehler recht befriedigende Konstanz der P-Werte der 
Basen in den verschiedenen Reihen berechtigen diirfte. (Der am starksten 
abweichende Wert fiir Ammoniak, 1.8, stammt aus einem der allerersten orien- 
tierenden Versuche.) : . 

Erstens scheint es, in Ubereinstimmung mit der oben dargestellten ersten 
Arbeitshypothese, sehr wahrscheinlich, dass die Basenionen und OH’-Ionen 
bei den Versuchen in nur sehr geringem Masse an der Permeation teilgenom- 
men haben, und zwar in so geringem Masse, dass es durch die angewandte Me- 
thode nicht zum Vorschein kommt. Dasselbe scheint noch in einem Versuch 
der Fallzu sein, der mit Ammoniak bei ph = 8 (Sérensen’s Phosphatpuffer) und 
ph = 10.8 (Ringer’s Phosphatpuffer, urspriinglich ph = 10.5) gleichzeitig ange- 
stellt wurde. In beiden war die [BOH] des Ammoniaks in der Aussenlésung = 
5.10“, Dagegen betrug die Totalmenge bei ph =8 9.25.10: bei ph = 10.3 wie- 
derum 5.4.10™, war also in ersterer etwa 17 mal grésser. Indessen farbte sich in 
beiden die erste Zellenreihe in 7’, die zweite in 15’ bis zur Nuance von ph = 8, 
ein Beweis dafiir, dass beide Lésungen, trotz der grossen Verschiedenheit der 
Konzentrationen der OH’- und NH, -Ionen in ihnen, in bezug auf ihr Per- 


meiervermégen gleich effektiv waren. Die einfachste Erklarung des Phano- . 


mens ware daher allem Anschein nach in dem Umstand zu suchen, dass die 
Ammonium-Ionen oder die OH’-Ionen oder auch beide in so hohem Grade 
permeationsunfahig sind, dass ein Eindringen derselben in die Zellen vermittels 
dieser Methode nicht nachgewiesen werden kann. (Die weiter oben gegebene 
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Erklarung, welche das eventuell sogar recht grosse Permeiervermégen der 
Ionen nicht in Abrede stellt, konnte méglicherweise auch in diesem Fall Gel- 
tung haben; doch scheint sie entschieden weniger wahrscheinlich zu sein.) 

Zweitens scheint die annahernde Konstanz der P-Werte der Vorstellung 
eine Stiitze (wenn auch nur in ziemlich unbestimmter Form) zu geben, dass 
der. undissoziierte Teil der Basen insofern dem Fick’schen Diffusionsgesetz 
folgt, dass die in der Zeiteinheit eingedrungenen Mengen derselben dem trei- 
benden Diffusionsgefalle annahernd proportional sind. | 

Behufs weiterer Bestatigung hierfiir wurden Versuche angestellt, wobei 
in ein und demselben Versuch bei ein und demselben ph-Wert die Verfar- 
bungsfahigkeit von verschieden konzentrierten Losungen ein und derselben 
Base gepriift wurde. Es wurden folgende Versuche ausgefiihrt: 

Ammoniak. ph = 8 (Sérensen’s Phosphatpuffer, unverdiinnt). 


[BOH] der Mittleres 
Aussenlésung Diffusionsgefalle t 
Losuriga. 5 .10° ao. 0.10 St. 
eee Demet Oo ire a es A Oe <5 
pe eo. tities 10” detec tora 0.37 » 


Die hieraus berechneten P-Werte ergeben, unter der Voraussetzung, dass 
die Totalkonzentration an Ammoniak in der Zelle im Beobachtungsmoment 
aaAj0 ist, 


A Te Jone FL ewes 


Demnach ist also die Konstanz der P-Werte recht befriedigend, besonders 
in Anbetracht des Umstandes, dass in den am starksten verdiinnten Lésungen 
die Feststellung des Farbenumschlags bedeutend erschwert ist. Doch sind die 
Werte bei weitem héher‘als der oben angegebene Mittelwert, was méglicher- 
weise darauf beruhen diirfte, dass die Saureaquivalentmenge des benutzten 
- Blattes kleiner als die der frither benutzten Blatter war. 

Hydrazin. ph = 8. (Die Base mit ihrem Salz stellt den Puffer dar.) 


[BOH] der Mittleres 
Aussenlésung Diffusionsgefalle RE 
' Losung a. (ae Oe 1.98. 10° 0.065 St. 


» b. 407° 9.8. $40 = 01s” -% 
» Gy, 6.7.107 G5 100: 0.21 » 
d 


> Som dg heiedOr 0.34» 
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Bei den am starksten verdiinnten Losungen macht sich die schon bei dem 
vorigen Versuch erwahnte Schwierigkeit geltend. 
Die Berechnung der P-Werte ergibt: 


a. 0.66 b. 0.66 c. 0.54 d. 0.40 


Also auch hier kann die Konstanz, in Anbetracht der grossen Fehlerquellen, 
als ziemlich befriedigend bezeichnet werden. Die Werte sind gleichfalls um 
einiges hdher als die frither angegebenen. Die Ursache dazu diirfte auch in 
diesem Falle dieselbe wie bei dem vorigen Versuch sein. 

‘Auf Grund der Versuche mit Rhoeo discolor wird also allem Anschein nach 
auch die auf S. 32 erwahnte Arbeitshypothese bestatigt, wonach der Permea- 
tionsvorgang den Diffusionsgesetzen gehorcht. 


c. Versuche mit hohlensdurehaltigen Lésungen. 


Als Pufferlésung wurde die unverdiinnte Carbonatmischung von Auerbach 
und Pick benutzt, deren ph-Wert 9 betragt und die 0.09-mol. NaHCO, und 
0,005-mol. Na,CO,, also zusammen 0.095-mol. Kohlensaure enthalt. Die Summe 
[H,CO,]+[CO,] sei im folgenden »die Konzentration der undissoziierten 
Kohlenséure» genannt und der Kiirze halber mit [HA],,, bezeichnet. Ihre 
Grésse in dieser Lésung kann durch Bestimmung von @ und Multiplikation 
der Gesamtkohlensauremenge damit berechnet werden. Da Ky oo, = 10“ 
und pO brig A Bei ist, so erhalt man, wenn ph = Yist, O69, =3.1- 10™° (Michaelis 
1922 S. 48). 

Die Konzentration der undissoziierten Kohlensaéure in obiger Lésung ist 
dann 3.1-10°-9.5-10°=3-10"%. Nimmt man nun an, dass bei den mit 
diesem Puffer ausgefiihrten Versuchen im Beobachtungsaugenblick, wo also 
ph im Zellsaft bis auf ca. 8 gestiegen ist, die Kohlensaure ihr Konzentrations- 
gleichgewicht nahezu erreicht hat, so muss folglich die [HA], im Zellinnern 
ebenfalls annahernd 3-10™ sein. Jetzt lasst sich die Totalkonzentration der 
Kohlensaéure im Zellinnern mit Hilfe der friiher angefiihrten Michaelis’schen 
Formel berechnen. Qo, bei ph = 8 ist 3.2- 107. Also ergibt sich die Total- 
menge aus der Gleichung 3.2- 10- x = 3-10, woraus x = 9.2- 10°, 

Die Konzentration des ionisierten Teils betragt 9.2-10°—3-10% = 
8.9- 10°. Es ist nun klar, dass es im Zellsaft, wenn sein ph-Wert 8 betragt, 
einen diesen Carbonatanionen entsprechenden Uberschuss an Kationen, B’, 
der permeierten Base gibt, d. h. [B’] im Zellinnern ist um 8.9 - 107 Mol grésser 
als bei den in carbonatfreiem Puffer unter gleichartigen Bedingungen ausge- 
fiihrten Versuchen. In letzteren war die simtlichen Basen gemeinsame [B'] 
im Zellinnern annahernd 3.2.10. Demnach ist, wenn der Versuch unter 
Benutzung des Carbonatpuffers ausgefiihrt wurde, [B’] = 8.9 - 10°+3.2- 10™ 
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=9.2-10°. Die Totalkonzentration der Base im Zellinnern kann man jetzt 
aus der Gleichung @-x—92-10° erhalten. @ ist der Dissoziationsgrad 
und kann vermittels @ fiir die einzelnen Basen berechnet werden. Die [BOH] ° 
im Zellinnern ist unter diesen angenommenen Bedingungen selbstverstand- 
lich = [Total]—[B']. Durch eine derartige Berechnung werden die folgenden 
approximativen Totalkonzentrationen (x) und Konzentrationen der undisso- 
ziierten Molekiile (c) im Zellinnern fiir drei in bezug auf ihre Starke moglichst 
verschiedenartige Basen fiir den Fall erhalten, dass die freie Kohlensaure der 
unverdiinnten Carbonatmischung (ph = 9) von Auerbach und Pick im Beob- 
achtungsmoment bis zum Konzentrationsgleichgewicht eingedrungen ist. 
(In der Tabelle finden sich auch die Werte der weiter unten ausgefiihrten Be- 
rechnungen.) 


Tabelle 4. 
Auerbach und Kolthoff Kolthoff eee eas 
Base Pick ph=—9.0 ph = 9.6 ph = 10.5 arbonatirei 
ae er: ease cic Bde vest ae iS: 


6.0-10°| 6.5-10744.0- 107 13.4+1074/2.0+ 10713.2-1074| 251077 
5.3°10° | 6.9-10 413.7-10 °13.6°10-4/2.0°10713.4° 1074] 2°107° 
46-10 *(16.7-10°%, 10° ]8.8+ 10745.4+107418.261074) 51074 | 


Piperidin ..} 9.2-407% 
Ammoniak .| 9.8-41073 
Glucosamin | 23.8-407° 


Es leuchtet ohne weiteres ein, dass bei einer Berechnung der P-Werte auf 
Grund der mit carbonathaltigen Lésungen ausgefiihrten Versuche, ohne Beach- 
tung des Umstandes, dass CO, die permeierten Totalmengen der Basen und das 
Diffusionsgefalle verandert hat, die erhaltenen P-Werte — falls die Bedin- 
gungen in den carbonatfreien, und den carbonathaltigen Versuchen im iibrigen 
die gleichen sind — kleiner als die faktischen Werte sein miissen. Dies be- 
ruht namlich darauf, dass infolge der eingedrungenen Kohlensdure eine grés- 
sere Basenmenge im Zellsaft nétig ist, um den Farbenumschlag des Antho- 
cyans zu bewirken, wahrend das mittlere Diffusionsgefalle wiederum kleiner 
ist.als bei den carbonatfreien Versuchen. Je nach der Dauer des Versuchs hat 
die Kohlensaure in verschieden grossen Mengen in die Zellen permeiert, und 
infolgedessen ist die [BOH] im Zellinnern in verschiedenem Grade erhéht, 
das Diffusionsgefalle vermindert worden. 

Aus der vorstehenden Tabelle ergibt sich nun, dass bei der starksten Base, 
Piperidin, der Einfluss der Kohlensaure sich so gut wie ausschliesslich auf die 
Totalmenge der Base im Zellinnern geltend macht, so dass diese zunimmt. Das 
mittlere Diffusionsgefalle verringert sich allerdings etwas, doch macht sich 
dieser Umstand bei Benutzung der in den meisten vorstehenden Versuchen 
gewohnlich angewandten Basenkonzentrationen (ca. 10°*) prozentuell nicht 
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besonders geltend, selbst wenn die Kohlensaure bis zum Konzentrationsgleich- 
gewicht permeiert hatte. Dasselbe gilt auch fiir die anderen starkeren Basen 
bis etwa zum Athylendiamin. Permeiert also eine dieser Basen im Vergleich 
zu der Kohlensaure schnell, so wird bei Vernachlassigung der Kohlensaure- 
wirkung aus den Versuchen mit carbonathaltigem Puffer offenbar ein P-Wert 
fiir die Base erhalten, der dem tatsachlichen Werte sehr nahe kommen diirfte. 
Permeiert dagegen die hierhergehérige Base nur langsam, so weicht der fiir 
sie in der beschriebenen Weise berechnete P-Wert stark von dem richtigen 
ab, da die Totalmenge im Zellinnern im Beobachtungsmoment faktisch bedeu- 
tend grésser als die bei der Berechnung benutzte war. 

Bei den schwachsten Basen — Ammoniak bis Glucosamin — wird die 
Kohlensaurepermeation, abgesehen von der grésseren Steigerung der Totalkon- 
zentration der Base im Zellinnern, auch noch eine Verminderung des mittleren 
Diffusionsgefalles zur Folge haben, da die [BOH] im Zellinnern zunimmt, und 
dies in desto héherem Grade, je schwacher die Base ist (vgl. vorst. Tab.). 
Handelt es sich um eine hierhergehérige Base, -deren Permeiervermégen 
gross ist, so zieht jetzt — trotz ihrer schnellen Permeation — das Eindringen 
der Kohlensaure in dem berechneten P-Werte einen grésseren Fehler nach sich, 
als wenn es sich um eine ebenso schnell permeierende, aber starkere Base han- 
delt. Und je langsamer eine zu der letztgenannten Gruppe gehérende Base 
permeiert, um so wahrscheinlicher ist es, dass sie in dem benutzten Puffer 
gar nicht mehr im stande sein wird, den ph-Wert des Zellsaftes auf 8 zu stei- 
gern, da in den meisten Versuchen bei dieser Reaktion die [BOH] der schwach- 


eg Ome 


sten Basen, der Tabelle gemdss, im Zellinnern grésser als in der Aussenlésung 


sein miisste. 

Entsprechend kénnen die intrazellularen Totalkonzentrationen und [BOH] 
berechnet werden, wenn es sich um Kolthoff’s Carbonatpuffer, ph = 9.6 und 
ph = 10.5, handelt (vgl. oben), falls angenommen wird, dass die Kohlensaure 
bis zum’ Konzentrationsgleichgewicht eingedrungen sei. Die erhaltenen Werte 
fiir Piperidin, Ammoniak und Glucosamin finden sich in der vorstehenden Ta- 
belle, die desgleichen die Gréssen aus dem carbonatfreien Versuch enthalt. 

Es zeigt sich, dass bei ph = 9.6 in diesem Puffer die Permeation der Koh- 
-lensdure bei den ausgefiihrten Versuchen offenbar nur auf die Totalmenge 
der Base im Zellinnern vergréssernd eingewirkt hat. Eine Herabsetzung des 
Diffusionsgefalles macht sich allem Anschein nach nur bei den allerschwachsten 
Basen geltend, und auch hier nur dann, wenn das Konzentrationsgleichgewicht 
zwischen Aussenlésung und Zellinnern in bezug auf die freie Kohlensaure be- 
reits nahezu erreicht ist. Bei ph = 10.5 dagegen ist — selbst unter der An- 

nahme, dass die Kohlensdéure bis zum Konzentrationsgleichgewicht einge- 
drungen ist — die Veranderung der intrazellularen Totalkonzentration der 
Basen und des Diffusionsgefalles im Vergleich mit den mit carbonatfreien 


( 


—————— rl ee 
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Lésungen erhaltenen so gering, dass sie sich unmoglich mit Hilfe der be- 
nutzten Methode wahrnehmen asst. Die unter letzterwahnten Bedingungen 
angestellten Versuche diirften daher praktisch als kohlensdurefrei gelten, wie 
schon weiter oben bei der Berechnung der P-Werte bemerkt wurde. 

Vergleicht man nun die mit carbonathaltigen Lésungen (Auerbach u. 
Pick ph = 9) erhaltenen P-Werte, die unter Vernachlassigung der Kohlen- 
saurewirkung berechnet werden, mit den aus den carbonatfreien Versuchen 
ethaltenen Werten, so miissten, gemass dem Obengesagten — und wenn die 
Bedingungen sonst wenigstens einigermassen die gleichen waren — die ersteren 
in demselben Masse kleiner als die letzteren sein, je schwacher und langsamer 
die in Frage stehende Base permeiert. 


Tabelle 5. 
een 
i Be P 
So * © |Rnox |e. CO mit Cope? * ©. Seon la CO,| mit CO, 
| | | 
Cocaii Go... 1 ils 9.0 | 5.38 Methylamin }107°*" 1.5 1.5 
Novocain .../107>?° 5.4 ob SP Atropiay 5.4) Oa Pa 4by 0.36 
Benzylamin |10°*” 4.2 2.9 Birucin ss ...6 LOC PRI 082 = 0.2 
i-Amylamin |107°"* 3.9 46 Hydrazin ...|407*?° | 0.27 < 0.2 
Ammoniak..|107** 2] a Cadaverin . .1107?°? | 0.15 <0.2 
| Diathyl- | Putrescin .../40732° | ().086 0.2 | 
Samin ..... To 2.5 3.4 Trimethy- 
Trimethyl- | lendiamin|10°"** | 0.041 | <0.2 
alin 1h: Lo 2.5 2.0 Athylendia- 
Cevadin...... i 2.2 {3 nilin Sob 2 10°?) O.085 | =< Ou 
Piperidin ...)107***° 1.6 4.9 | Glucosamin 107°] <0Q.002 | <0.1 


Hin Blick auf die Tabelle bestatigt im grossen und ganzen die obigen 
Annahmen in bezug auf den Einfluss der Kohlenséurepermeation. 

Die mit carbonathaltigen Lésungen gewonnenen P-Werte der starksten, 
schnell permeierenden Basen sind durchschnittlich nicht kleiner als die mit 
den carbonatfreien erhaltenen. Die starken, langsam permeierenden Basen 
sind so permeierunfahig, dass ihre Permeation nicht unter den bei Versuchen 
mit carbonathaltigen Lésungen obwaltenden Bedingungen zum Vorschein 
kam, weshalb ein Vergleich ausgeschlossen ist. Dagegen weisen die schwache- 


ten, sowohl schnell wie langsam permeierenden Basen einen bedeutend gerin- 


geren berechneten P-Wert in den carbonathaltigen Lésungen auf als in den 
carbonatfreien. 

Immerhin geht aus der Tabelle hervor, dass die P-Werte der mit carbonat- 
haltigen Puffern gemachten Versuche (soweit sich aus ihnen ein bestimmter 
Wert und nicht bloss ein Grenzwert ergab), unter Vernachlassigung der 
Kohlensaurewirkung berechnet, bei weitem nicht so klein sind, wie man erwar- 

4 
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ten diirfte, falls die Kohlensdure bis zum Konzentrationsgleichgewicht einge- 
drungen ware,in welchem Fall z. B. der P-Wert des Ammoniaks in den carbonat- 
haltigen Lésungen mindestens 30 mal kleiner als in den carbonatfreien Lésun- 
gen sein miisste (vgl. die Totalmengen des Ammoniaks im Zellinnern in den 
Carbonatversuchen (ph = 9) und in den carbonatfreien Versuchen). Die Ver- 
suchsergebnisse deuten also darauf hin, dass die Kohlensaure zwar tetlweise, 
aber bei weitem nicht bis zum Konzentrationsgleichgewicht in die Zellen ein- 
gedrungen ist. Da jedoch die erhaltenen P-Werte recht ungenau sind, wur- 
den zwecks Aufklarung der Sache einige Spezialversuche vorgenommen. 


Hydvazin. 

Lésung a. [Total] des Hydrazins in der Aussenlésung = 5.4- 10°." ph S&S 
8.9 (Thymolblau). Die Lésung wurde hergestellt durch Zusatz einer berechneten 
Menge 0.1-mol. NaOH zur 0.1-mol. Lésung des sauren Hydrazinsulfats und 
Verdiinnen bis zur gewiinschten Konzentration. Samtliche Lésungen wurden 
unter Benutzung von CO,-freiem Wasser hergestellt. [BOH}yyarazin War 4.9¢ 10-°. 

Lésung b. Dieselbe Totalkonzentration an Hydrazin wie im vorigen, im 
unverdiinnten Carbonatgemisch (ph = 9.0) von Auerbach und Pick (nach Auf- 
lésung des Salzes so viel 0.1-mol. NaOH zugesetzt, dass ph faktisch 9.0 war), Be- 
stimmung mit Thymolblau. Unter diesen Bedingungen ist die [BOH] yyarazin der 
Aussenlésung gleich 5-107, [HA]go, gleich 3 - 107%. 

In beide Lésungen wurden zu gleicher Zeit aus demselben Blatt entnommene 
Epidermisplattchen (je 3 Schnitte pro Lésung) eingelegt. 

In der Lésung a, welche also vollkommen carbonatfrei ist, ging die Blau- 
farbung der ersten Zellreihe in 22’, die der zweiten Reihe in 50’ vor sich. Dagegen 
war in der Lésung b nach Ablauf von 50’ sogar in der ersten Reihe auch noch nicht 
die geringste Blauung zu bemerken, offenbar infolge der in die Zellen eingedrun- 
genen Kohlensdure. Sollte die Kohlenséiure im Verlauf dieser Zeit bis nahe an 
das Konzentrationsgleichgewicht permeiert haben, so ist in der Tat selbstver- 
standlich ein Farbenumschlag ausgeschlossen. Miisste doch unter derartigen 
Bedingungen die [BOH] des Hydrazins im Zellinnern 1.6- 10 sein, damit ph 
bis 8 zu steigen vermag, also unter den obwaltenden Versuchsbedingungen, bei 
denen die [BOH]yyarazin der Aussenlésung = 5-107 ist, eine Unméglichkeit. 


Da in derartigen Versuchen ein Fingerzeig auf eine indirekte Bestimmung 
des Permeiervermégens der Kohlensaure gegeben zu sein schien, wurden noch 
folgende Versuche ausgefiihrt: 


Ammoniak. 

Lésung a. [NH,Cl] = 2.7-10°°. ph anfangs 8.8, zum Schluss 8.7. Mittel 
also = 8.75 (Thymolblau). Die Lésung wurde hergestellt durch Zusatz der 
berechneten Menge 0.1-mol. NaOH zu einer 0.1-mol. Ammoniumchloridlésung 
und Verdiinnen bis zur gewiinschten Konzentration. Unter diesen Verhaltnissen 
war die [BOH]yy, der Aussenlésung = 6.6- 107. 

Lésung b. [NH,Cl] = 2.7-107. NH,C1 gelést in der unverdiinnten Car- 
bonatmischung von Auerbach und Pick, deren urspriinglicher ph-Wert 9.0 war. 
ph verblieb wahrend der ganzen Versuchszeit auf 8.8. Unter diesen Verhalt- 
‘nissen war [BOH]yy,= 7.3: 10 und [HA]oo, = 4.8: 107. 
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Gleichzeitige Versuche mit gleichartigen Epidermisstiickchen ergaben, dass 
die Blaufarbung der ersten Reihe in der Lésung a 11.5’, in der Lésung b wie- 
derum 13’ in Anspruch nahm. 

Auf Grund des in der Lésung a ausgefiihrten Versuches kann nun unter die- 
sen Verhdaltnissen in gewohnter Weise Pyy, berechnet werden, da Zeit, Total- 
konzentration der Base im Zellinnern und mittleres Diffusionsgefalle bekannt 
sind. Man erhalt Pyy, = 3.12. 

In dem in Lésung b ausgefiihrten Versuch ist die Totalkonzentration des 
Ammoniaks im Zellinnern nicht bekannt, da die wahrend der Versuchszeit in 
die Zelle eingedrungene, die Totalkonzentration steigernde Kohlensdurekon- 
zentration unbekannt ist. Nun kann diese Totalkonzentration des Ammoniaks 
im Zellinnern berechnet werden unter der Annahme, dass das Ammoniak in 
dem in Lésung b ausgefiihrten Versuch den gleichen P-Wert hat wie in dem in 
Lésung a ausgefiihrten Versuche, also 3.12. Und diese Annahme erscheint durch- 
aus berechtigt, da die Versuche in beiden Lésungen gleichzeitig ausgefiihrt 
und die Bedingungen in beiden méglichst gleichartig waren. (In Lésung b 
waren allerdings freie Kohlenséure und auch Pufferionen vorhanden, welche 
eventuell die Permeabilitat der Zellen im Vergleich zu der von Lésung a um 
einiges verdnderten.) — Es sind also in bezug auf Lésung b samtliche Gréssen 
der approximativen Permeationsgleichung vorhanden ausser der in die Zelle 
eingedrungenen Totalmenge des Ammoniaks, die berechnet werden kann. (Das 
Diffusionsgefalle ist allerdings infolge der CO,-Permeation, nach dem im vorigen 
Gesagten, um eine Spur verringert, doch ist die dadurch bewirkte Verinderung 
allem Anschein nach so unbedeutend, dass sie ignoriert werden kann.) Das Resul- 
tat ist 4.9-10°*. In der carbonatfreien Lésung dagegen betragt, nach Vorste- 
hendem, die Totalkonzentration des Ammoniaks im Zellinnern im Untersuchungs- 
moment ca. 3.4-107*. Also ist in dem ausgefiihrten Carbonatversuch diese 
Totalmenge um (4.9—3.4)- 107° = 1.5-107* grésser als in dem _ carbonat- 
freien Versuch. Diese Zunahme beruht offenbar auf einem Verbrauch von Ammo- 
niak zum Neutralisieren der eingedrungenen Kohlensdure. Es versteht sich von 
selbst, dass diese Zunahme, 1.5-107*, zum Teil in der Form NH,, zum Teil in 
undissoziierter Form auftritt. Bei einer Berechnung mit Hilfe des in Tab. 4 
erwéhnten Oyu,png ethalt man als Konzentration der ersteren 14-107, als 
die der letzteren 7.9-10.-°. Nun gibt es im Beobachtungsmoment in der Zelle 
offenbar eine [NH,] entsprechende Ionenmenge der Kohlensaure, [A’]co,, deren 
Konzentration also gleichfalls 1.4 -10~* ist. Im vorigen wurde 0co,pns ZU 3.2 - 107 
berechnet. Da nun a =1 — o und a: [Total] xontensaure = 14-107 ist, so 
erhalt man durch Lésung dieser Gleichung die Totalkonzentration der Kohlen- 
saure im Beobachtungsmoment = 1.4-10°*. [HA]co, ist also im Beobachtungs- 
moment = (1.4—1.4) -107* = prakt. 0 (wenn man die Berechnungen mit zwei 
Dezimalen ausfiihrt, erhalt man 5.10°°). Somit waren nun samtliche zur Be- 
rechnung der Permeationskonstante des Kohlendioxyds erforderliche Gréssen 
gefunden. Der Ubersichtlichkeit halber werden sie hier zusammengestellt: 


Cc C—e 
(O c Seal ae t 
4g. 1074 Prakt. 0. (540°) “43.10% 4.2540 0.21 Stunden 
Aa 4 
Also Peo, = . zy 


0.21 4.8 +104 
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Das Resultat scheint darauf hinzuweisen, dass die Permeationskonstante 
des Kohlendioxyds von derselben Gréssenordnung wie die des Ammoniaks, 
eventuell um ein Weniges kleiner ist. Zur weiterén Bestatigung des Ergebnisses 
wurden dann noch zwei weitere Versuche mit NH, und CO, ausgefiihrt unter 
Variierung der Versuchsbedingungen. 


Wir stellen die in diesen drei Versuchen erhaltenen Werte von Pyy, und 
Poo, Zusammen: 


Pyu, Syl 4.4 5.8 Mittel 4.4 
Poo, 4.4 1.8 4.3 » 2.5 


Halt man sich auch weiterhin an den im vorigen benutzten durchschnitt- 
lichen P-Wert des Ammoninks, 2.8, und reduziert man den erhaltenen Poo 
Wert in bezug auf diesen Wert, so erhalt man Pgo, = 1.8. 

Dieser in oben beschriebener Weise erhaltene Wert ist selbstverstandlich 
sehr wenig genau. Die beobachteten geringen Differenzen in bezug auf die 
Permeationszeiten in den carbonatfreien und den carbonathaltigen Lésungen 
liegen namlich in bedenklicher Nahe der Fehlergrenzen. Zudem sind die be- 
nutzten Lésungen ausserordentlich verdiinnt, so dass die beim Atmungspro- 
zess der Zellen entwickelte Kohlensdure, deren Menge vd6llig unbekannt ist, 
hierbei sehr wohl ein stérender Faktor sein kann. Der hier oben beschriebene 
Gedankengang diirfte jedoch vielleicht mit besserem Erfolg bei anderen, pas- 
senderen Objekten, bei denen die Reaktion des Zellsaftes sich genauer bestim- 
men lasst, Anwendung finden (z. B. Characeen, Valonia). Immerhin diirfte 
der oben bestimmte Wert fiir Poo, zeigen, dass das Permeiervermégen des 
Kohlendioxyds von derselben Gréssenordnung wie das des Ammoniaks ist, 
und es diirfte auf Grund desselben auch noch die Vermutung ausgesprochen 
werden kénnen, dass ersteres um ein Geringes kleiner ist als letzteres. Bestimm- 
tere Aussagen erlaubt die Ungenauigkeit der angewandten Methode kaum. 


c. Der Lebenszustand der Epidermiszellen wihrend der Versuche. 


Bisher ist die im Zusammenhang mit den vorhin aufgestellten allgemeinen 
Grundsatzen erwahnte unerlassliche Forderung mit Stillschweigen itibergangen 
worden, dass man sich im allgemeinen, und besonders beim Ausfiihren von 
Versuchen in Sauren- oder Basenlésungen, sowohl iiber den Lebenszustand 
der zu priifenden Zellen zur Zeit der Permeationsversuche wie iiber ihre even- 
tuellen Permeabilitaétsveranderungen ganz klar sein muss. In Anbetracht 
seiner Wichtigkeit verdient dieser Punkt besondere Beriicksichtigung. 

Bei den ausgefiihrten Versuchen ist die lebende Epidermiszelle von Rhoeco 
discolor von zwei Gifteinfliissen bedroht, erstens vom Einfluss des alkalisch 


reagierenden Puffers, zweitens vom Einfluss der zu untersuchenden schwa- 
chen Base. 


; 
; 
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Die nachstliegende Aufgabe war, in jeder Versuchsserie die Widerstands- 
fahigkeit der Epidermiszellen gegeniiber dem Puffer zu priifen. Die Unbe- 
schadigtheit der Zellen gegeniiber dem Einfluss des eine bestimmte Zeit lang 
einwirkenden Puffers ersah man erstens daraus, dass die (bei elektrischem 
Licht) rotviolette Farbe des Anthocyans sich unverandert erhielt (Vergleich 
mit einem ebenso lange in Leitungswasser gelhaltenen, mit normaler Farben- 
nuance ausgestatteten Schnitt). Zweitens wurden die Zellen mit KNO, 
plasmolysiert. War die Plasmolyse normal (verglichen mit der Plasmolyse 
der in Leitungswasser gewesenen Zellen), so wurde der Lebenszustand der 
Zellen als normal angesehen. Die auf die Plasmolyse folgende Deplasmolyse, 
welche BRENNER (1918) anwandte, wurde neben diesen Kriterien nicht mehr 
als notig erachtet, zumal da schon der Plasmolysevorgang selbst wegen seiner 
Gewaltsamkeit die Zellen etwas beschadigen kann. Unter Anwendung der 
erwahnten Kriterien wurde festgestellt, dass die Zellen unbeschadigt blieben: 
in S6rensen’s Puffer ph = 8, unverdiinnt, mindestens 12 Stunden; im Carbonat- 
gemisch von Auerbach und Pick ph = 9, unverdiinnt, mindestens 4 Stunden; 


in Ringer’s Puffer ph = 10.5, zweimal verdiinnt, etwa 2 Stunden; in Ringer’s 


Puffer ph = 11.5, dreimal verdiinnt, etwa 1/, Stunde. In anderen Puffern, 
mit denen eine geringere Zahl von Versuchen ausgefiihrt wurden, war die 
Widerstandsfahigkeit der Zellen bei entsprechenden ph-Werten ungefahr die- 
selbe. Bei den eigentlichen Permeabilitatsversuchen wurden Schnitte, ausser 
in mit den zu untersuchenden Stickstoffbasen versetzten Pufferlésungen, 
gleichzeitig auch immer in reinem Puffer gehalten, um die Widerstandsfahig- 
keit der Zellen gegeniiber letzterem wahrend des betreffenden Versuchs zu 
ermitteln (die Unveranderlichkeit der Farbennuance des Anthocyans und die 
Plasmolyse als Kriterien). 

Die zweite Aufgabe war, nach Abschluss der eigentlichen mit verschiedenen 
Basen ausgefiihrten Versuche iiber den Gesundheitszustand der blaugeworde- 


nen Zellenreihen Gewissheit zu erlangen, in denen der ph-Wert des Zellsafts 


auf 8 gestiegen war. 

Wenn die Versuche Bei so lange dauerten, dass die zwei ersten Reihen 
sich blau farbten, waren in der ersten, starker alkalisch gewordenen Zellenreihe 
unbedeutende Anzeichen einer Beschadigung bemerkbar, wahrend die zweite, 
schon deutlich, wenn auch weniger blau gefarbte Reihe, deren ph also ungefahr 
8 war, beinahe vollkommen lebend ist. Das Kriterium war anfangs die Plas- 
molyse mit KNOg,, spater — als die Vermutung entstand, dass der Plasmolyse- 
vorgang an sich durch seine Gewaltsamkeit die Zellen irgendwie beschadigen 
kann — wurde als Kriterium zweistiindiges Halten in Leitungswasser nach 
dem Versuch angewandt, wobei die urspriingliche rotviolette Nuance in die 
Zellen zuriickkehrte, und danach Uberfiihrung in ein Carbonatgemisch (ph = 
9), in welchem sich die Nuance erhalten muss, wenn die Zellen lebend sind. 
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Dauert der Einfluss der Base so lange, dass mehrere Zellenreihen sich blau 
farben, so ist ausser der ersten Zellenreihe die zweite, vielleicht auch die dritte, 
teilweise beschadigt, und zwar um so mehr, je héher der ph-Wert des Zell- 
saftes in ihnen gestiegen ist. 

Obigem zufolge waren also die Zellen vom Versuchsbeginn bis zu 
dem Augenblick, wo der ph-Wert des Zellsaftes auf 8 gestiegen war, 
sichtlich lebend. Diese Feststellung entspricht jedoch noch nicht vollauf 
der vorhin aufgestellten Forderung, wonach auch Richtung und Um- 
fang einer eventuellen reversiblen Veranderung der Permeabilitatseigen- 
schaften der sich lebend erhaltenden Zelle bekannt sein miissen. 

Zur Klarung der Sachlage wurde die Permeabilitat der mit Ammoniak 
blau gefarbten Epidermiszellen gegeniiber Harnstoff mit der Permeabilitat 
von Zellen mit normaler Farbennuance gegeniiber demselben Stoff verglichen. 
Harnstoff wurde deshalb gewahlt, weil er langsam permeierend und klein- 
molekular ist. Wenn die Permeabilitat der Zellen sich verandert hat (wahr- 
scheinlich dann vergréssert), so tritt namlich diese Veranderung (Vergrésse- 
rung) aller Wahrscheinlichkeit nach in erster Linie kleinen Molekiilen gegen- 
iiber zu Tage (vgl. z.B. Overton 1907). Die Untersuchung wurde unter 
Anwendung der Methode der Partialdrucke (vgl. BARLUND 1929) auf folgende 
Weise ausgefiihrt: 


Rhoeo-Schnitte wurden 2 Stunden lang im Phosphatpuffer von Sdérensen 
ph = 7 (2 mal verd.), dem so viel NH,Cl hinzugefiigt war, dass [BOH]yy, = 
5.410 war, geschiittelt. (Die zur Blaufarbung der Zellen nédtige Minimal- 
konzentration von Ammoniak betragt ungefahr 2.107.) Zu gleicher Zeit 
wurde der andere Teil der Schnitte 2 Stunden in demselben Puffer geschiittelt, 
der an Stelle von NH,Cl, NaCl in entschprechender Konzentration enthielt. 
Am besten verfahrt man so, dass das Schiitteln in zwei, mehrere Flaschen um- 
fassenden Serien (Serie A und B) vor sich geht, wobei man in die erste Flasche 
der Serie A einen der von der Blattbasis gewonnenen 4 Schnitte legt, in die erste 
der Serie B ebenfalls einen derselben Schnitte (es bleiben also von diesen vier im 
Leitungswasser noch 2 Schnitte iibrig), in die zweite Flasche der Serie A einen 
der folgenden 4 Schnitte, in die zweite der Serie B gleichfalls einen dieser 4 
Schnitte (es bleiben wiederum zwei von diesen im Leitungswasser ubrig), usw. 
Nach 2 Stunden (oder auch schon friiher) haben sich die Schnitte der Serie A in 
ihrer Gesamtheit schwach, aber trotzdem ganz deutlich blau gefarbt (ph in den 
Zellen also ungefahr 8 oder etwas dariiber), NH, ist annahernd bis zum Kon- 
zentrationsgleichgewicht mit der Aussenlésung in die Zelle eingedrungen, die 
Schnitte der Serie B dagegen zeigen schén die urspriingliche rotviolette Nuance. 

Nun wurden die Schnitte unter Aufrechterhaltung ihrer Reihenfolge aus den 
Flaschen der Serie A in eine Lésungsserie iiberfiihrt, die aus um 0.01 GM ab- 
gestuften Loésungen von Rohrzucker, in dem obenerwahnten, mit NH,Cl ver- 
setzten Puffer gelést, bestand. Die Schnitte der Serie B wiederum in eine gleiche 
Zuckerserie, deren Lésungsmittel der mit NaCl versetzte Puffer war. Nach 2 | 


Stunden wurde auf die itbliche Weise die plasmolytische Grenzkonzentration der 
Schnitte bestimmt. 
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Schon vorher waren die (im Leitungswasser) iibriggebliebenen Schnitte in 
den obenerwahnten Flaschenserien A und B (unter Beibehaltung ihrer Reihen- 
folge) geschiittelt worden. Nach 2 Stunden war die Nuance der Zellen die gleiche 
wie bei den vorigen Schnitten. Hierauf wurden die Schnitte (der Reihe nach) aus 
der Flaschenserie A in eine Lésungsserie gelegt, die um 0.01 GM abgestufte 
Harnstoffkonzentrationen im Puffer ph = 7 (2 mal verd.) + NH,Cl enthielt, 
und ebenso aus der Flaschenserie B in die gleiche Harnstoffserie, deren Lésungs- 
mittel Puffer ph = 7 (2 mal verd.) + NaCl war. Mittels dieser 2 Serien wurde 
aut die iibliche Art die Fahigkeit des Harnstoffs, einerseits in die blaugeworde- 
nen, andrerseits in die mit der urspriinglichen Nuance versehenen Epidermis- 
zellen zu permeieren, festgestellt. 


Schon ein orientierender Versuch erwies, dass die Permeabilitat der blauge- 
wordenen Zellen gegeniiber Harnstoff kaum von der Permeabilitat der mit 
normaler Farbennuance ausgestatteten abwich. 

Die Permeation des Harnstoffs in beide Zellarten im Hauptversuch ist aus 
folgender graphischer Darstellung ersichtlich, in der 2 den tempordren 
plasmolytischen Koeffizienten (vgl. BARLUND 1. c.) bedeutet. 


delten Esidermiszellen. 
Das Petmeieren ides Harnptoffs in die normalen Epidermis- | 
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stoffs in die mikA teres 


ae in Stunden 


Figur 3. 


Das Ergebnis scheint ganz hinreichend zu erweisen, dass die auf ungefahr 
ph = 8 von Ammoniak blaugefarbten Zellen ziemlich die gleiche Permeabilitat 
wie die mit normaler Nuance gegeniiber Harnstoff aufweisen. 

Die Kurven geben ferner zu erkennen, dass die Ionen des Puffers in der 
angewandten Konzentration wohl kaum bemerkenswerte Veranderungen in 
den Permeabilitatsverhaltnissen der Epidermiszellen bewirken, da ja der 
maximale 2-Wert bei diesen Versuchen ziemlich der gleiche (durchschnittlich 
ca. 0.91)ist wie Barlunds (1. c.) entsprechender Wert in Leitungswasser (0.885). 

Aus diesem Versuch kann man wohl den Schluss ziehen, dass die Steige- 
rung des ph-Wertes des Zellsafts auf 8 an und fiir sich die Permeabilitatseigen- 
schaften der Zellen nicht merklich verandert. 

Dies ist jedoch noch kein geniigender Beweis dafiir, dass bei Versuchen mit 
allen verschiedenen untersuchten Basen die Permeabilitat der Zellen unver- 
Andert bleibt. In der Giftwirkung der Basen lassen sich namlich offenbar zwei 
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Seiten unterscheiden: zunachst beruht ihre Giftigkeit auf ihrer Fahigkeit, den 
ph-Wert im Zellinnern zu steigern (welche Wirkung also, nach dem Vorher- 
gehenden, in kurzdauernden Versuchen zu vernachlassigen ist, wenn ph nicht 
nennenswert iiber 8 steigt), zweitens kénnen die Basenmolekiile oder Basen- 
kationen selbst spezifische Giftwirkungen entfalten. Eine solche spezifische 
Wirkung scheint, nach dem Obigen, Ammoniak (und wahrscheinlich auch die 
untersuchten eigentlichen Amine) in den angewandten Konzentrationen kaum 


zu besitzen, wohl aber sehr wahrscheinlich die Alkaloide. In den ausgefiihrten » 


Versuchen beweist dies z. B. der Umstand, dass Cevadin und Brucin, beson- 
ders ersteres, ungeachtet ihrer Schwiche, in der ersten Zellenreihe — teilweéise 
sogar auch in der zweiten — irreversible Krankheitserscheinungen erzeugten, 
obgleich der Versuch nur gerade so weit ausgedehnt wurde, dass die zwei 
ersten Zellenreihen Zeit hatten, sich blau zu farben. Atropin rief dagegen trotz 
seiner grésseren’ Dissoziationskonstanten in geringerem Masse irreversible 
Krankheitserscheinungen hervor, Cocain und Novocain iiberhaupt kaum 
welche. - (Zu der relativen Unschadlichkeit der zwei letzteren diirfte teilweise 
auch der Umstand beitragen, dass infolge ihres besonders grossen Permeier- 
vermégens die Versuche mit ihnen verhaltnismassig schnell verliefen.) Jeden- 
falls war auch nach den mit den giftigsten Alkaloiden ausgefiihrten Versuchen 
stets ein betrachtlicher Teil blaugefarbter Zellen vorhanden, in denen keine 
irreversible Permeabilitatsveranderung zu bemerken war. 

Um nun Klarheit dariiber zu erlangen, ob das mit den Alkaloiden ver- 
wandte Novocain nicht einmal reversible Permeabilitatsveranderungen er- 
zeugt hatte, wurde auf die obige, im Zusammenhang mit dem Ammoniak- 
experiment geschilderte Weise die Permeabilitat der mit Novocain behandel- 
ten Epidermiszellen im Vergleich zur Permeabilitat von normalen Zellen gegen- 
iiber dem Harnstoff untersucht. 

Die Wahl von Novocain erfolgte zunachst deshalb, weil es rasch permeiert 
und infolgedessen in verhaltnismassig kurzer Zeit annahernd das Konzentra- 
tionsgleichgewicht erreicht, und zweitens, weil es sich in der Lésung nicht 
zersetzt, wie z. B. Cocain (vgl. w. u.), das sich sonst ebenso gut fiir den Ver- 
such eignen wiirde. ; 

Die theoretisch berechnete, zur Blaufarbung der Zellen erforderliche Mini- 
malkonzentration an freier Novocainbase betragt ungefahr 5.107. Nichts- 
destoweniger waren die Zellen nach zweistiindigem Schiitteln in einer Puffer- 
l6sung von ph = 7 (2 mal verd.), dem so viel Novocainhydrochlorid zugesetzt 
war, dass [BOH] xovocain 1-25. 10 betrug, immer noch kaum merkbar blau 
geworden, ph im Zellsaft also leider offenbar nicht ganz 8. Die Ursache lag 
vermutlich darin, dass die zu diesem Versuch benutzten Epidermiszellen, 
deren Farbe ungewéhnlich hellrotviolett war, eine gréssere Saureadquivalent- 
menge als bei dem vorigen Ammoniakversuch und iiberhaupt bei friiheren 
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Versuchen enthielten. Ausserdem wurde dieser Versuch im Sommer, die 
iibrigen im Winter ausgefiihrt. Jedenfalls entspricht der Versuch offensicht- 
lich vollkommen seinem Zweck: er beweist namlich, welchen Finfluss das 
Kindringen der Novocainmolekiile durch das Plasma sowie die Gegenwart 
von Novocainionen zu beiden Seiten des Plasmas auf die Permeabilitatseigen- 
schaften der Zelle haben, — der Einfluss der ph-Steigerung wurde ja bereits 
vorher eliminiert. 

Von dem Permeieren des Harnstoffs in normale und in mit Novocain 
behandelte Zellen gewahrt folgende graphische Darstellung eine Auffassung: 


1,00 
——_ Das Perlmeieren ldes Harnstoffs in die mit Nbvocain behan- 
Ps ; _dalten Epi lien. 
Os LEE @ ---4- Das Permeieren des Harnstoffs eae norm E i 
Ss zeller (i ; 


TU 
“y _¢, 1 2 3 4 5 
Zeit in Stunden 


Figur 4. 


Das Ergebnis zeigt, dass die Novocainbehandlung die Zellpermeabilitat 
gegentiber Harnstoff nicht merkbar veranderte, und bestatigt die oben im 
Zusammenhang mit dem Ammoniakversuch aufgestellte Behauptung, dass 
aller Wahrscheinlichkeit nach auch der Puffer in der angewandten Konzentra- 
tion keine sichtlichen Veranderungen in der Zellpermeabilitat bewirkt. 

Das Vollkommenste ware natiirlich, wenn man denselben Versuch mit allen 
untersuchten Alkaloiden und Aminen machen kénnte, aber dem stellen die 
bereits geschilderten Griinde ein Hindernis entgegen: bei den einen die lang- 
same Permeation, bei den anderen die Zersetzung in der Ldosung — welche 
Zersetzung wahrend eines langeren Versuchs sicher st6rend wirkt — sowie die 
begrenzte Zeit (derartige Versuche sind sehr zeitraubend, besonders in ihrer 
oben beschriebenen Form). 

Der Verfasser hat sich daher begniigt, das Ergebnis des Ammoniakver- 
suchs fiir die Amine, das Ergebnis des Novocainversuchs fiir Alkaloide 
zu verallgemeinern. Die Schlussfolgerung lautet: 

Beim Permeieren der untersuchten Amine und Alkaloide in die Epidermis- 
zellen der Blattunterseite von Rhoeo discolor in dem Masse, dass das ph des 
Zellsafts nicht merklich 8 iibersteigt, ist es wahrscheinlich, dass weder die 
Erhéhung des ph-Wertes noch die Molekiile und Ionen der Basen solche 
Giftwirkungen auf die betreffenden Zellen haben, dass in den Permea- 
bilitatseigenschaften der letzteren eine besonders merkbare Veranderung 
eintrate. 
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3. Experimente mit Tradescantia virginica, 
A, Allgemeine Grundlagen der Methode, 


Die Staubfadenhaare von Tvadescantia virginica sind perlbandformige 
Zellenreihen, deren vollentwickelte Zellen mit einer undurchlassigen Cuticula 
iiberzogen sind und in ihrer grossen Vakuole einen bei Tageslicht blau-, bei 
elektrischem Licht rotvioletten Zellsaft enthalten. Wenn ein solches Haar in 
die Lésung einer schwachen Base gebracht wird, dringt diese infolge der Un- 
durchlassigkeit der Cuticula in das Haar nur von dessen Schnittflache herein, 
wobei das Anthocyan des Zellsaftes zuerst in der ersten Zelle von der Schnitt- 
flache aus, dann in der zweiten, dritten usw. blau wird. Die Erscheinung ist 
also vollkommen analog der bei Rhoeo discolor beobachteten. Nur entsprechen 
den Zellenreihen der letzteren jetzt die einzelnen Zellen. 

* Durch eine Bestimmung der Farbenwechselskala des Anthocyans ahnlich 
der, wie sie weiter oben in Verbindung mit den Rhoeo-Versuchen geschildert 
wurde, konnte man feststellen, dass bereits bei ph = 7 im Innern der Zelle 
eine schwache Farbenverénderung bemerkbar war, die bei ph = 8 bereits 
ziemlich deutlich hervortrat. Die Farbenskala zeigt weiter, dass die Nuance 
bei ph = 2 braunrdétlich ist und sich bei der Erhéhung des ph-Wertes allmahlich 
in Rosenrot, Rotviolett, Violett, Blau, Blaugriin, Griin und schliesslich bei 
ph = 12 in Griingelb verwandelt. Die natiirliche Nuance der Zelle entspricht 
ungefahr ph = 4—6. Eben in diesem ph-Gebiet ist die Veranderung der Farbe 
sehr gering. Verfolgt man jetzt die Zeit, welche ungefahr bis zum Auf- 
treten der Nuance von ph = 8 in der ersten Zelle unter dem Einfluss 
der verschiedenen Basen verlauft, so kann man sich einen Begriff von dem 
relativen Permeiervermégen der Basen in die Haarzellen machen. 

Um die zum Berechnen der P-Werte unerlasslichen intrazellularen [BOH] 
und Totalmengen der Basen zu erhalten, wurde nun auch auf die bei Rhoeo 
geschilderte Weise die Minimalkonzentration der Aussenlésung an freiem 
Ammoniak bestimmt, welche eben noch den ph-Wert des Zellsaftes auf unge- 
fahr 8 zu erhdhen vermag. Als Ergebnis wurde 5. 10 gefunden, welches zu 
beweisen scheint, dass der Zellsaft der Staubfadenhaare mehr Saure enthalt 
als die Epidermiszellen von Rhoeo. In der bei den Rhoeo-Versuchen angege- 
benen Weise wurden dann [BOH] und die Totalkonzentration der verschie- 
denen Basen im Zellinnern im Untersuchungsaugenblick, d. h. wenn ph = 8 
im Zellsaft ist, berechnet. 

Man erhielt: 
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Base [BOH] [Total 
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Als Kriterium des Lebens wurde die Plasmastrémung in den Haarzellen 
gewahlt. In allen Zellen der untersuchten Haare war dieselbe anfangs stets 
recht lebhaft. Als der ph-Wert im Zellsaft etwa auf 7 stieg, verlangsamte sie 
sich vielleicht ein wenig, bei ungefahr ph = 8 war sie bereits trage, bei ph = 
ungefahr 9 und weiter aufwarts hérte sie ganz auf. Als aber die Haare nach 
dem Versuch in reines Leitungswasser getan wurden, kehrte die urspriing- 
liche Nuance des Anthocyans wieder zuriick — die Base diffundierte offenbar 
heraus —, und die Plasmastrémung setzte von neuem lebhaft ein. Nur in den 
Zellen, in welchen ph iiber 9 gestiegen war (bisweilen schon ungefahr bei ph = 
9) kam eine solche Riickkehr der Nuance nicht vor, sondern nachdem das 
Haar eine Zeit lang im Wasser gewesen war, entleerten sich solche Zellen 
ganzlich von dem Anthocyan, ein Beweis, dass die Veranderung der Permea- 
bilitatseigenschaften bis zum Grade der Irreversibilitat, also bis zum Abster- 
ben weiterging. Das Eindringen der Basen in die Zelle in dem Grade, dass der 
ph-Wert des Zellsaftes auf 8 steigt, scheint demnach, im Lichte der obigen 
Ausfithrungen, vor sich gegangen zu sein, solange die Zellen sicher noch lebend 
waren, 

Dagegen konnte nicht ganz sicher entschieden werden, in welchem Masse 
die Permeabilitatsverhaltnisse der Zellen sich wahrend dieses Vorganges 
eventuell reversibel verandern. Da jedoch die Plasmastroémung, wenn auch 
verlangsamt, meistens bei ph = 8 des Zellsaftes anhalt, ist es wohl wahr- 
scheinlich, dass tiefgreifende Veranderungen der Permeabilitatseigenschaften 
nicht eingetreten sind, zumal wenn man in Betracht zieht, dass das angewandte 
Kriterium des Lebenszustandes dusserst empfindlich ist. 
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Die Versuchsserien mit Tvadescantia virginica sind orientierender Natur 
und sowohl hinsichtlich ihrer Basenauswahl wie ihrer Ergebnisse unvollstan- 
diger als die Versuche mit Rhoeo. Ausserdem wurden sie ausgefiihrt, bevor die 
allgemeinen theoretischen Grundlagen der Methode vollkommen geklart waren. 
Sie bezwecken deswegen auch nur eine erginzende Bestatigung fiir die aus 
den Rhoeo-Versuchen gewonnenen Hauptergebnisse. 


B. Ausfiihrung der Versuche, Ergebnisse und Vergleich mit Rhoeo. 


. Fiir den Versuch wurde stets eine sich eben 6ffnende Bliite gewahlt, deren 
Staubfadenhaarbiischel mdéglichst rotviolett waren. Die Staubfadenhaare 
einer vollkommen gedffneten, alteren Bliite kann man unméglich anwenden, 
da die Wande zwischen den einzelnen Zellen so verdickt sind, dass der per- 
meierende Stoff ausserst langsam von einer Zelle in die andere gelangt. Uner- 
schlossene Knospen wiederum sind deshalb ungeeignet, weil infolge der Un- 
entwickeltheit ihrer Cuticula die Permeation von allen Seiten her in die Haar- 
zellen vor sich geht und die Methode daher nicht in der angegebenen Form 
befolgt werden kann. 

Die Krone der gewahlten Bliite wurde entfernt, zwischen den Haaren zuriick- 
gebliebene stérende Luft mittels einer Vakuumpumpe entfernt (die Bliite 
unter Wasser) und hierauf ein Staubfaden mit seinen Haaren ausgezupft. 
Dann wurde der Staubfaden mit einem Rasiermesser zwischen Hollundermark 


an seiner Basis abgeschnitten, so dass die Haare sich mit ablésten. Letztere _ 


wurden in eine kleine Glasschale in ein wenig Leitungswasser gelegt. Hiervon 
wurden mit einem Glasréhrchen einige Tropfen mit Haaren herausgesaugt 
und in die jeweilige Lésung getrépfelt, die sich wahrend der Versuche in mit 
Deckeln versehenen Glasschalen (ohne Schiitteln) befand. Zu bestimmten 
Zeitpunkten wurden je 5 méglichst gleich grosse und gleich aussehende Haare 
vorsichtig und rasch mit einer Nadel aus der Lésung herausgefischt und zur 
Beobachtung auf einem Objektglas unter das Mikroskop gelegt. Man muss 
sich hierbei hiiten, die Haare irgendwie zu driicken, weil sie dadurch leicht 
beschadigt werden kénnen. Um das Fortschreiten der Blaufarbung deut- 
licher zu sehen, ist es, besonders bei schwachen, rasch permeierenden Basen, 
gut, daneben zum Vergleich ein méglichst gleichartiges Haar mit normaler 
Farbennuance zu haben. 

Die Basen waren bei allen Versuchen mit Tvadescantia virginica in 3 mal 
verdiinntem Kolthoff’schen Carbonatpuffer gelést, dessen urspriingliches ph = 
10.86 war. Nach erfolgter Verdiinnung und Auflésung von Aminsalz ging jedoch 
der ph-Wert auf 10.5 herunter. (Bestimmung mit Salicylgelb nach Michaelis.) 
In einer Versuchsreihe war die [BOH] sémtlicher Basen in der Aussenlésung 
gleich 1.9.10, in einer zweiten Reihe wiederum gleich 2.5.10. (In der 
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letzteren Versuchsreihe war jedoch die [BOH] der drei schwachsten Basen 
a0.) Die Konzentration der freien Kohlensaure in diesem Puffer ist, 
wie oben gezeigt wurde, so gering, dass sie die Versuchsergebnisse kaum merk- 
bar beeinflusst. 

Bei den Versuchen waren stets auch gleichzeitig Haare in3 mal verdiinntem 
Puffer ohne Basenzusatz vorhanden. Es erwies sich, dass dieser Puffer bei ge- 
wissen Versuchen sehr rasch dieder Schnittflache am nachsten gelegene Zelle blau 
farbte, dass aber die Pufferwirkung dann fiir die ganze Zeit des Versuches hier- 
bei haltmachte. Diese Erscheinung beruht offenbar darauf, dass die erwahnte 
Zelle beim Abschneiden des Haares verletzt worden und erkrankt war, so 
dass der Puffer fast sofort eindrang. “Deshalb wurde in diesen Fallen nicht 
die Farbungszeit der ersten Zelle als Zeit genommen, sondern die Zeitspanne 
von der Blaufarbung der ersten Zelle (in welche dem Obigen zufolge die Aussen- 
lésung fast momentan eindrang) bis zur Verfarbung der zweiten Zelle. 

Im iibrigen wurde die Berechnung der P-Werte ebenso wie bei Rhoeo zwecks 
Hliminierung der aus der Verschiedenheit der zufalligen Versuchsverhdltnisse 
entstehenden Fehler auf die Weise ausgefiihrt, dass zuerst (aus achtzehn Ver- 
suchen) das mittlere P von Ammoniak berechnet wurde und dann aus jedem 
einzelnen Versuch die P-Werte der anderen darin untersuchten Basen, pro- 
portional diesem Mittelwert von Ammoniak. Die Einzelwerte von Ammoniak 
ILetlnaai Geb ae 7.250.459.8028, 4,85 0.7,.0.8, 4.8 12.0, 1329) 162, Oe, 7.2, 15:0, 
8. (also im Mittel 7.6). Das Ergebnis ist folgendes (die fettgedruckten Zahlen 
stellen Mittelwerte dar): 


Tabelle 6. 

Base ; Kon P-Werte Base Kou P-Werte 
iCocain Pen Oe las 3a70" |eeviaditis =. Ayers 9.03.8 — 9.91 
|Benzylamin. 140°" (43.3 7,6— 10.5 |Brucin ...<7. Ag eee 27 —— 27 
Ammoniak (410° — = — . 7 |Hydrazin—..,.|40°°" |. 242.816 2.8 
|\Piperidin..../40°°°| 7.3— — 7.3 |Atropin...... 10 pe 20 ae AN 
Diathylamin.|40-?°| 7.2— — 7.2 |Athylendiamin|10 "| 0.430.28— 0.4 
Amiylamin, 40°" }-71—— 7.1 |Glucosamin ..140°°"| <100 — — <1.0 
Methylamin../10°"*°| 5.04.9— 5.0 


Der Vergleich der erzielten Ergebnisse mit den an Ahoeo gewonnenen er- 
weist, dass beide Objekte sich im grossen und ganzen analog verhalten. Die 
P-Werte von Tradescantia scheinen nur im allgemeinen héher zu sein, aber die 
Reihenfolge der Permeiervermégen der untersuchten Basen ist annahernd die 
gleiche. Cocain erreichte bei Tvadescantia einen sehr hohen P-Wert, aber das 
Ergebnis ist aller Wahrscheinlichkeit nach ziemlich ungenau. Ammoniak 
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hat in der Tabelle einen relativ grésseren P-Wert als bei den Rhoeo-Versuchen, 
Amylamin dagegen und besonders Cevadin und Atropin weisen relativ klei- 
nere P-Werte auf. Es ist wohl anzunehmen, dass der Grund zu dem Gesag- 
ten wenigstens teilweise (vielleicht auch ausschliesslich) darin liegt, dass die 
Lésung nicht geschiittelt wurde, so dass die kleinmolekularen Basen infolge 
ihrer grossen Hydrodiffusibilitat in einer vorteilhafteren Lage sind als die 
sehr grossmolekularen. Auch kann die Zellmembran das Permeieren der aus- 
gesprochen grossmolekularen Stoffe bedeutend verlangsamen. 


4. Experimente mit Lemna minor. 
A. Die allgemeinen Grundlagen der Methode. 


Die Wurzelzellen von Lemna minor sind farblos, wodurch sie an und fiir 
sich zur Priifung des Permeiervermégens der Basen auf kolorimetrischem Wege 
ungeeignet sind. 

Sie wurden deshalb vor dem Versuch vital mit Neutralrot gefarbt. Wenn 
die vorhin (vgl. S. 10f.) aufgestellte und begriindete Arbeitshypothese 
von dem sehr langsamen Permeieren des dissoziierten Teils schwacher 
Elektrolyte in die lebende Zelle — verglichen mit ihrem nicht-dissoziierten 
Teil — auch fiir Neutralrot zutrifft (Neutralrot ist eine schwache Base, Kyo), 
= 10°° Korruorr 1923 S. 41), was wahrscheinlich ist (vgl. Harvey 1911, 
IRWIN 1926 uw. a.), so dringt der Farbstoff praktisch nur in seiner undissoziier- 
ten Pseudoform in die Wurzelzellen ein. Auf Grund der sauren Reaktion des 
Zellsaftes (ph = 5—6, vgl. unten) dissoziiert der Farbstoff zum gréssten Teil 
in den Zellen und verwandelt sich dabei in seine Basoform. Die Permeation 
setzt sich weiter fort, bis das Diffusionsgleichgewicht in bezug auf die Pseudo- 
form erreicht ist. 

Wird nun die gefarbte Wurzel — einerlei, ob die Farbung das Gleichge- 
wicht erreicht hat oder nicht — in reines Wasser gebracht, so fangt die Pseudo- 
form an, aus den Zellen heraus in die umgebende Fliissigkeit zu diffundieren, 
in welcher ihre Konzentration bei Beginn des Prozesses = 0, das Diffusions- 
gefalle also =[Pseudo] im Zellsaft ist. Da das Volumen der Aussenfliissigkeit 
im Vergleich zum Volumen der Wurzel sehr gross ist, bleibt die Konzentration 
der Pseudoform in der Aussenfliissigkeit praktisch gleich 0, und das Diffusions- 
gefalle ist also gleich der stets abnehmenden Konzentration der Pseudoform im 
Zellinnern. Die Pseudoform diffundiert ununterbrochen aus den Zellen, die 
Basoform des Zellinnern wandelt sich infolgedessen fortgesetzt in die Pseudo- 
form um, und die Farbe verschwindet so allmahlich — wenn der geschilderte 
Gedankengang richtig ist — ganzlich aus den Zellen. Wahrend dieses Pro- 
_ zesses verandert sich die Farbennuance des Neutralrots der Zellen offenbar 
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nicht wesentlich. Héchstens ist die Reaktion des Zellsaftes zu Anfang der 
Diffusion, wo noch reichlich Neutralrotbase in der Zelle vorhanden ist, trotz 
der Schwache der Farbenbase ein klein wenig nach der alkalischen Seite ver- 
schoben und nahert sich gegen das Ende des Prozesses immer mehr ihrem 
-urspriinglichen Wert. Der Unterschied ist jedoch schwer zu beobachten, da 
die ph-Veranderung gering ist und Neutralrot bei saurer Reaktion (phis= 
5—6) ein sehr wenig empfindlicher Indikator ist. 

Bringt man hingegen die gefarbte Wurzel in die Losung einer permeier- 
fahigen schwachen Base, so dringt die Base in die Zellen ein, auf diese Weise 
den ph-Wert des Zellsaftes erhéhend. Wenn die ph-Steigerung hinreichend 
gross und geschwind ist, sieht man die Nuance des Neutralrots im Zellinnern 
sich deutlich in alkalischer Richtung verandern. Ob nun dieser Farbenumschlag 
stattfindet oder nicht, — jedenfalls vergréssert die Erhohung des ph-Wertes 
die Konzentration der Pseudoform im Zellsaft und damit das wirksame Dif- 
fusionsgefalle, wodurch die Entfarbung in solchen Lésungen rascher vor sich 
geht als in Abwesenheit der permeierenden Base. 

Wenn nun die Entfarbungszeit unter dem Einfluss der einen schwachen 
Base kiirzer ist als unter dem Einfluss einer anderen Base bei einer bestimm- 
ten Konzentration der undissoziierten Base in der Aussenlésung, so kommen 
dafiir zwei Hauptursachen in Betracht (vorausgesetzt natiirlich, dass keine 
von beiden die Permeabilitatseigenschaften der Wurzelzellen merklich ver- 
andert): 

1) Die erstere Base hat ein grésseres Permeiervermégen als die letztere. 

2) Die erstere Base ist starker als die letztere. 

Die verschiedene Starke der Basen kann sich namlich bei den Permeabili- 
tatsexperimenten in folgendem 4ussern: _ 

a) Darin, dass von einer starkeren Base eine geringere Menge im Zell- 
saft notig ist als von einer schwacheren, um eite solche intrazellulare ph- 
Steigerung und entsprechende Zunahme des Diffusionsgefalles der Pseudo- 
form zu bewirken, dass das Neutralrot rasch aus den Zellen verschwindet. Wie 
steht es nun in dieser Hinsicht mit den in der vorliegenden Arbeit untersuch- 
‘ten Basen? Um eine Antwort hierauf zu finden, muss man sich erinnern, dass 
Neutralrot eine sehr schwache Base ist, deren Kyo, = 10°°° betragt. Oat eee 
betragt also im urspriinglichen Zellsaft (ph = 5—6, durchschnittlich viel- 
leicht 5.5) etwa 0.01, bei ph = 7 schon 0.17 und bei ph = 8 sogar 0.8. Da 
nun die undissoziierte Neutralrotbase sehr leicht durch das lebende Plasma 
permeiert, so versteht man, dass bereits, wenn der ph-Wert des Zellsaftes 
auf 7 gestiegen ist, eine rasche Diffusion des Farbstoffes nach aussen erfolgt, 
denn er findet sich ja zu 17% in Form der sehr permeationsfahigen freien 
Base. Bei ph = 8 im Zellinnern ist die Farbstoffexosmose selbstverstandlich 
noch bedeutend schneller, wahrend nicht zu erwarten ist, dass eine weitere 
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Steigerung des intrazellularen ph-Wertes die Exosmosegeschwindigkeit sehr 
viel erhdhen wird (bei ph = 8 sind ja bereits 80 %, des Farbstoffes in permea- 
tionsfahiger Form). Welche relativen Mengen der verschieden starken Basen 
sind nun im Zellsaft nétig, um seinen ph-Wert auf 7 bzw. 8 zu erhéhen? Eine 
einfache Berechnung ergibt, dass die Totalmenge der starksten untersuchten 


Base, des Piperidins, welche nétig ist, um den ph-Wert einer beliebigen Saure- 


lésung auf 7 zu erhdhen, praktisch ebenso gross ist wie die zum selben Zweck 
erforderliche Menge der schwachsten untersuchten Base, des Glucosamins. 
Aber selbst wenn es gilt, den ph-Wert auf 8 zu steigern, ist, wenn die hierzu 
notige Piperidinmenge mit 1 bezeichnet wird, die erforderliche relative Menge 
Cevadin nicht grésser als 1.1, wahrend von Cocain 1.4, von Brucin 2.2, von 
Hydrazin 2.3 und von Glucosamin 2.6 gebraucht wird. Zusammenfassend kann 
man also sagen, dass die intrazellularen Totalmengen der untersuchten 
verschieden starken Basen, welche nétig sind, um die Entfarbung der 
mit Neutralrot gefarbten Zellen herbeizufiihren, wahrscheinlich immer 
praktisch gleich gross waren. Héchstens wurde von den allerschwachsten 
Basen (Glucosamin; Hydrazin und Brucin, vielleicht auch Cocain) ein wenig 
mehr als von den iibrigen gebraucht. 

b) Darin, dass bei gleicher [BOH]*) in der Aussenlésung das mittlere 
Diffusionsgefalle einer schwacheren Base hinsichtlich der undissoziierten 
Molekiile merklich kleiner sein kann als das einer starkeren Base, was darauf 
zuriickzufiihren ist, dass die Konzentration.der freien Base im Zellsaft im 
Falle der schwachsten untersuchten Basen so hoch steigen kann, dass sie der 
Konzentration der freien Base in der Aussenlésung nahe kommt. Diese Ge- 
fahr ist selbstverstandlich um so grésser, je héher der ph-Wert im Zellinnern 
steigen muss, um die Entfarbung der Zelle herbeizufiihren. Im iibrigen stiitzen 


sich leider alle Ausserungen hinsichtlich dieses wichtigen, bei Aufstellung der. 


Permeationsreihenfolge der verschiedenen Basen auf Grund der Entfarbungs- 
zeiten unbedingt in Betracht zu ziehenden Umstandes bei den folgenden Expe- 
rimenten nur auf mutmassliche und mittelbare Schlussfolgerungen. Denn 
man kennt ja nicht die [BOH] im Innern der Zelle bei den verschiedenen ph- 
Werten und kann also auch unméglich wissen, ob die [BOH] der Aussenlésung 
noch so gross ist, dass auch die schwachste Base-in dieser Konzentration den 
ph-Wert des Zellsaftes auf mindestens 7 (besser noch auf 8) zu steigern ver- 
mag, ohne dass ihr durchschnittliches Diffusionsgefalle wahrend dieses Pro- 
zesses allzusehr von dem durchschnittlichen Diffusionsgefalle der starkeren 
Basen abweicht.?) . 


1) Unter [BOH] wird hier und im folgenden immer die Konzentration der 
permeierenden fayblosen Base verstanden, nicht die Konzentration der Farbenbase. 
*) Erst nachdem Obiges niedergeschrieben war, ist es dem Verf. klar ge- 
worden, dass eine Bestimmung der fiir einen bestimmten Entfarbungsgrad 
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Gegen die Anwendung von Neutralrotentfarbung als Kriterium des Per- 
meiervermégens der verschiedenen Basen kann man den Einwand etheben, 
dass die Bestandteile des Zellsaftes, namentlich die Hiweissstoffe, méglicher- 
weise Komplikationen im Dissoziationszustand des Neutralrots im Zellinnern 
bewirken und so die Stichhaltigkeit der fritheren, auf das Verhalten von reinen 
wasserigen Lésungen gegriindeten Darstellungen gefahrden kénnten. Har- 
vey’s (1913) Untersuchung iiber den Einfluss schwacher Basen auf Neutral- 
rot bei Anwesenheit von Eiweissstoffen scheint jedoch die obige Darstellung 
zu rechtfertigen. Es wurden auch bei vorliegender Arbeit Versuche ange- 
ordnet, die dies bestatigen. Wenn man ndmlich mit Neutralrot gefarbte 
Lemna-Wurzeln durch Erhitzen in Pufferlésungen (ph —6, 7 und 8) tétet, so 
dringt der Puffer schnell in die Zellen ein und verursacht sofort einen dem 
ph-Wert der Aussenlésung entsprechenden Farbenumschlag im Zellinnern. 

Bei der Berechnung der Entfarbungsfahigkeiten der verschiedenen Basen 
in den mit Lemna ausgefiihrten Versuchen wendet man als Vergleichswert 
am besten die Entfarbungszeit in dem betreffenden Puffer an. Im Puffer 
schwindet namlich die Farbe der Zellen rascher als in reinem Wasser und in 
verschiedenen Puffern mit verschiedenen Geschwindigkeiten. (Die Ursache 
hierzu liegt vielleicht darin, dass die Lemna-Zellen in geringem Masse auch 
fiir Bestandteile des Puffers permeabel sind. Die Frage bleibt offen, und eine 
besonders grosse Bedeutung fiir das Wesen der Versuchsergebnisse ist ihr 
wohl kaum beizumessen.) 

Hieraus ergibt sich, dass die so berechneten proportionalen Entfarbungs- 
zeiten fiir die verschiedenen Basen — auch wenn man sie entsprechend den 
intrazellularen Totalmengen der Basen und dem Diffusionsgefalle berechnen 
k6nnte, was nach dem Vorhergehenden nicht mdglich war — nicht angeben, 
wievielmal rascher die eine Base als die andere in die Wurzelzellen von Lemna 
minor permeierte, sondern sie geben héchstens nur einen Begriff von der 
Permeationsreihenfolge der Basen, insofern die in Passus b dargelegte Fehler- 
quelle die Ergebnisse nicht zu sehr beeinflusst. 

Als Kriterium des Lebens der Wurzelzellen galt bei allen Versuchen die 
“normale Plasmolyse, welche gleich nach Beéendigung des Versuchs mittels 


erforderlichen intrazellularen [BOH? nicht unméglich gewesen ware. Zu diesem 
Zweck wire dasselbe Verfahren einzuschlagen wie das auf S. 34 f. fiir Rhoeo 
beschriebene, nur mit dem Unterschied, dass gleichzeitig eine bestimmte Neutral- 
rotbasenkonzentration in der Aussenlésung zu verwenden ware. Dieselbe Far- 
benbasenkonzentration ware dann auch in allen eigentlichen Entfarbungsver- 
suchen zu benutzen. In dieser Weise wiirde man bei Lemna zu ebenso sicher 
begriindeten (und — wegen der grésseren Empfindlichkeit des Neutralrots als 
Indikator — vielleicht noch genaueren) Permeabilitatsbestimmungen wie an 
Rhoeo gelangen kénnen. 

; 5 
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KNO, hervorgerufen wurde. Bei allen folgenden Versuchen waren die Wurzel- 
zellen nach Beendigung des Versuchs normal plasmolysierbar, ihr Lebens- 
zustand demnach unter den wahrend der Versuchsdauer selber obwaltenden 
Umstanden offenbar gut. Dies macht es wohl wahrscheinlich, dass die Per- 
meabilitatseigenschaften beim Versuch ziemlich normal bleiben. 

Die Versuche mit Lemna sind — ebenso wie die mit Tradescantia virginica 
— wegen der Unvollstandigkeit ihrer Ergebnisse nur als rein orientierend 
anzusehen, und ihre Hauptbedeutung liegt darin, dass sie eine gewisse Besta- 
tigung der an Rhoeo discolor erzielten Ergebnisse bei einem anderen Objekt 
darstellen. 


B. Ausfiihrung und Ergebnisse der Versuche und Vergleich mit Rhoeo und 
Tradescantia. 


Um ein méglichst homogenes Versuchsmaterial zu bekommen, wurden héch- 
stens 1 cm lange, gleich aussehende Wurzeln sehr sorgfaltig ausgesucht, unter 
der Wasserleitung gewaschen und mit Neutralrot gefarbt. 

Als die Farbung durchschnittlich die gewiinschte Starke erlangt hatte, 
wurde fiir das auszufiihrende Experiment von diesen Wurzeln die erforder- 
liche Anzahl méglichst gleichmassig gefarbter Wurzeln ausgewahlt. 

Beim Priifen der Entfarbung wurde die gesamte Wurzel (Wurzelrinde und 
Zentralzylinder) als ein Ganzes betrachtet. Um Ubereinstimmung zu errei- 
chen, wurde die Farbennuance immer in demjenigen Wurzelstiick gepriift, 
welches von der Wurzelbasis aus im Gesichtsfeld des Mikroskops bei schwacher 
Vergrésserung Platz hatte. 


Zwecks moglichst quantitativer Bestimmung der Entfarbung wurde fol- 
gendes Verfahren eingeschlagen: 

Als Endpunkt der Neutralrotfarbung, von dem an also die Entfarbung beim 
eigentlichen Versuch anfing, wurde eine beliebige, ziemlich dunkelrote Farben- 
nuance gew4ahlt, die man immer in der dem eigentlichen Versuch vorhergehen- 
den Farbung zu erreichen suchte. Durch Priifung der Entfarbung der im reinen 
Puffer (dessen Entfarbungsvermégen nach dem Vorhergehenden immer die Ein- 
heit darstellte) befindlichen Wurzeln erhielt man nach Ablauf regelmassiger 
Zwischenzeiten eine Skala immer hellerer Farbennuancen, die alles in allem 6 
Glieder. umfasste, deren Nuancen auf Papierstreifen gemalt wurden. Zwecks 
genauer graphischer Darstellung des Entfarbungsprozesses war es ndétig, noch 
den fiir jedes Skalenglied bestimmten Zahlenwert zu finden. Diese Werte wur- 
den mittels eines auf das Gillespie’sche System gegriindeten Kolorimeters so 
bestimmt, dass im Kolorimeter anstelle der zu priifenden Lésung der die be- 
treffenden, zu bestimmenden Farbennuancen enthaltende Papierstreifen gehal- 
ten wurde. Als Vergleichslésung diente eine Neutralrotlésung, in welcher beim 
Experimentieren die Nuance hervorgerufen wurde, welche méglichst genau 
sowohl der urspriinglichen dunkelsten Farbungsnuance (A) als verdiinnt auch 
den folgenden fiinf Farbenabstufungen (B, C, D, E und F) entsprach. 


_————————_ ee  ——— seu ee ne ae 
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Setzt man fiir die dunkelste Nuance (A) der Skala den Zahlenwert 100, so 
erhalt man fiir die anderen Glieder der Skala ungefiahr die folgenden Zahlen- 
wette: B=60, C=30, D=15, E=8, F=4. 

Ausser diesen Hauptfarbungsgraden wurden im Protokoll noch Zwischen- 
grade angewandt. 

Als Beispiel fiir die Anwendung dieser Skala und zur anschaulichen Darstel- 
lung der Ergebnisse mag der die Entfarbung der Wurzeln in reinem, 3 mal ver- 
diinntem Kolthoff’schen Puffer zeigende Versuch dienen. In diesem Versuch 
wurde die anfangliche Farbennuance von 5 Wurzeln bestimmt, und bei jedem 
Beobachtungspunkt wurde die Entfarbung von mindestens 5 (stets neuen) 
Wurzeln durch Vergleich mit der Entfarbungsskala gepriift (vgl. Gruppe II der 
Versuchsserien). Das Versuchsprotokoll hat folgendes Aussehen: 


Tabelle 7. 
Pants. eee ead est a, Cy bh 2 
| Wurzel : a 
| Oe cie aea ok 20 ao 50’ BOF 964 1-80’ .| 90" 
4 100 | 60 | 60 dl SO Mie SO 8) 4K 8 0 
| 2 400 | 90 ; 90 | 70-| 80 | 45 | 48 8 3 8 
3 400 | 80 | 100] 60 | 37 | 30 | 15 | 30 7 0 
4 100} 100] 52 | 60; 15 | 47 | 9 hae Ge, 0 
pepe) 100] 10071. \90 |, 48" | 80°). 885) 44 YF 47 gr ey 
Mittel | 100 | 86 | 78 | 54 | 29 | 24 | 12 | 46 | 4a | 20] 


Mit Hilfe der zu verschiedenen Zeitpunkten gewonnenen durchschnittlichen 
Entfarbungszahlenwerte wurde die Entfarbung graphisch in Kurven dargestellt 
mit der Zeit als Abszisse und dem betreffenden Zahlenwert des Farbungsgrades 
als Ordinate (siehe Figur 5). In der Figur ist ausserdem die bei dem am gleichen 
Tage ausgefiihrten Versuch gewonnene Kurve ftir den Entfarbungsprozess von 
Puffer+ Ammoniak eingezeichnet ([BOH]yy, in der Aussenlésung = 2 - 10°°) 
sowie ausserdem die mittels der in Gruppe I der Versuchsserien (vgl. w.u.) 
angewandten Methode gewonnene Kurve fiir die Entfarbung der Wurzeln in 
teinem Leitungswasser. 

Zu bemerken ist, dass, wenn die durchschnittliche Anfangsfarbung nicht 100, 
sondern kleiner, z. B. 80 ist, der Anfangspunkt der Kurve dessenungeachtet auf 
100 verlegt wird und die anderen Punkte entsprechend ebensoviel °/) hoher 
berechnet werden. Erst danach wird die Kurve gezeichnet. Mit Hilfe der ge- 
wonnenen anndhernden Kuryen werden die Zeitwerte fiir die Augenblicke 
bestimmt, in denen die Farbung unter dem Einfluss der verschiedenen Lésungen 
sich bis zu 80, 60, 40 und 20 °/, ihres urspriinglichen Wertes entfarbte. Wollte 
man nun z. B. den proportionalen Wert der Entfarbungszeit von Ammoniak 
aus den geschilderten Versuchen erfahren, so bestimmte man das Verhaltnis 
der so gefundenen verschiedenen Entfarbungszeitwerte von Puffer -++- Ammoniak- 
lésung zu den entsprechenden Zeitwerten des reinen Puffers und multiplizierte 
mit 100. Da die Kurve bis zum Entfarbungsgrad 20 °/, so verlauft, dass die ge- 
wonnenen Verhaltniszahlen annahernd gleich gross sind, kann man ohne erheb- 

‘liche Fehler den Durchschnittswert der Verhaltniszahlen berechnen und ihn als 
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mittleren Entfarbungszeitwert des Ammoniaks annehmen, wenn der entspre- 
chende Wert des Puffers = 100 ist. Bei diesem Verfahren kommt man zu nach- 
stehenden Ergebnissen: 


Figur 5. 


80%, 60%, 40% 20%, 
Ammoniak + Puffer 9° 4! a: 14" 


Reiner Puffer 42’ 24’ 35 54° 
19 20 26 Mittel 20 


106 x Verhaltnis 47 


Als mittleren Entfarbungszeitwert des Ammoniaks (tatsachlich Ammoniak + 
Puffer) erhalt man also in diesem Falle 20, wenn der entsprechende Wert des 
reinen Puffers 100 ist. 


Aus diesen Darlegungen geht klar hervor, dass die Fehler beim Arbeiten ~ 


mit dieser Methode bedauerlich gross sind (siehe besonders die Kurventafel 
und das Versuchsprotokoll). Als grésste Fehlerquelle ist die trotz der sehr 
sorgfaltigen Auswahl immer noch betrachtliche Heterogenitat des Versuchs- 
materials anzusehen. Dieselbe ausserte sich erstens darin, dass die Anfangs- 
farbung trotz aller Bemiihungen nicht immer genau dem Grad A (= 100) ent- 
sprach. War sie heller als A, so konnte man dem durch entsprechende Er- 
héhung der obenerwahnten Punkte bedeutend abhelfen. War sie hingegen 
dunkler, so war die Sache schwer festzustellen. Bereits um den Grad A herum 
sind namlich sogar ziemlich grosse Unterschiede in der Farbungsintensitat 
schwer zu erkennen, so dass wahrscheinlich haufig mit A sehr viel mehr Farbe 
enthaltende Wurzeln bezeichnet wurden, Zweitens erfolgte die Entfarbung in 
verschiedenen Wurzeln oft mit sehr verschieden grosser Geschwindigkeit, was 
teilweise offenbar daher riihrte, dass sich in einigen urspriinglich mehr Farbe 
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angesammelt hatte als in anderen, teilweise aber offenbar auch auf unbekann- 
ten physiologischen Unterschieden der verschiedenen Wurzeln beruhte. Drit- 
tens entsteht dadurch eine erhebliche Schwierigkeit, dass die Entfarbung 
verschiedener Wurzeln oft mit verschiedenen Nuancen stattfindet. Am meis- 
ten herrschte zwar die in der Skala hervortretende rétliche Nuance vor, doch 
kam es auch ziemlich oft vor, dass die Wurzelfarbe schon ganz im Anfang 
_ der Entfarbung in das Orangefarbene spielte und diese Nuance bis zuletzt 
bestehen blieb. 

Hierzu kommt nun noch der sehr grosse Fehler der kolorimetrischen Me- 
thode an sich (ca. 10 %). 

Das einzige Mittel, wenigstens annahernd richtige Resultate zu erzielen, 
war, bei jedem Zeitpunkt méglichst viele Wurzeln zu priifen (in Gruppe I der 
Versuchsserien 10 Stiick, in Gruppe II 5 Stiick, vgl. w. u.), deren mittlere 
Farbungsgrade hoffentlich ein annahernd richtiges Bild von dem Verlauf der 
Entfarbungskurve der in Frage stehenden Lésung gaben. 

Durch spezielle Versuche wurde festgestellt, dass die Farbung der Zellen 
sich zum weitaus gréssten Teil auf den Zellsaft bezieht — nicht auf die Mem- 
bran, —so dass auch die Entfarbung zum gréssten Teilein Herausdringen der 
Farbe aus dem Innern der Zelle und nicht aus der Membran gewesen ist. 

Gruppe I der Versuchsserien. (Die Lésungen wurden wahrend des Versuchs 
nicht gemischt.) 

Bei diesen Versuchen wurde die Farbung der Wurzeln anfangs in 500 ccm 
Neutralrotlésung in Leitungswasser ausgefiihrt, wobei die Farbenkonzentra- 
tion 10° war. Die Farbungsdauer betrug durchschnittlich 1 Stunde. Zur 
Erzielung gleichmdassigerer Farbungsresultate wurde in den spateren Ver- 
suchen der Farblosung 10 ccm Phosphat-Puffer von Sorensen zugesetzt. 

Die eigentlichen Versuche mit derartig gefarbten Wurzeln wurden so aus- 
gefiihrt, dass beim selben Versuch die zu priifende Base im betreffenden 
Puffer wie auch blosser Puffer gepriift und beide in je fiinf kleine, mit Deckel 
versehene Glaszylinder von je 50 ccm verteilt wurden. In den 5 blossen Puffer 
enthaltenden Zylindern waren je 2 Pflanzen, ebenso in den 5 Puffer + Base 
enthaltenden (in jeder der beiden Lésungsarten also zusammen 10 Stiick). 
Die Pritfung jeder Wurzel wurde alle 10 Minuten vorgenommen. 

Nach diesem Verfahren wurden im ganzen 3 verschiedene Versuchsserien 
ausgefiihrt, namlich: 

I) Im Carbonatgemisch von Auerbach und Pick, unverdiinnt, ph = 9.6, 
_worin [BOH] = 1.4. 107° war. 

II) In demselben Carbonatgemisch von Auerbach und Pick, 2.5 mal ver- 
diinnt, worin [BOH] = 1.4. 10° war. 

III) In Kolthoff’schem, 3 mal verdiinntem Carbonatpuffer ph = 10.7 
(urspriinglich ph = 10.86), worin [BOH] = 1.9. 10°° war. 
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Die ph-Werte wurden mittels Phenolphthalein bzw. Salicylgelb nach 
Michaelis bestimmt. 

Die Ergebnisse wurden graphisch aufgezeichnet und wie oben geschildert 
berechnet (‘Tabelle 8). (Diese Versuchsserien wurden vor den Rhoeo-Versuchen 
ausgefiihrt, und einige spater gepriifte Basen fehlen hier noch.) 


Tabelle 8. 
| | Relative Entfarbungszeit 
Base | Kgon | Versuchs- | Versuchs-  Versuchs- | 
| serie I serie II serie III 
| | | 
Pipenidin? sf esce<. Laon 15 5 Eee 
Diathylamin .........- elo. 8 15 5 9 
p>) /i-Amylamin a5. 5. os kate 15 5 9 | 
A’) Methylamin .......... Pee oma 5 | 
| Benz ylauine b estan hiAgea as ya5 | 8 9 | 
| Ammoniak .........--+- Aare os 15 | Beil 9 
heh Si eS ce OPE ie aR Sar OS eae 100 | a0.22 Gee 56 
| Athylendiamin ........ WB Sg oon 76 | 40 «|| 74 
iCal eineosamig snes es CK Bae 87 ) 109 95 
| Pinkter. dda. ital a es Bore tar OL 100 


Was kann man nun auf Grund der hier geschilderten Ergebnisse iiber die 
relative Fahigkeit dieser Basen, in die Wurzelzellen von Lemna minor zu 
permeieren, sagen? Nach dem Vorhergehenden ist es wahrscheinlich, dass 
der von der verschiedenen Starke der Basen herriihrende Unterschied hinsicht- 
lich der erforderlichen Totalkonzentrationen in den Wurzelzellen den Ent- 
farbungsprozess — wenigstens von der starksten bis zum Cocain — nicht 
nennenswert beeinflusst. Dies gilt jedoch offenbar nur in den Fallen, wo die 
Saureaquivalentmenge des Zellsafts der Zellen bei den Versuchen mit ver- 
schiedenen Basen konstant bleibt. Nun sind jedoch die geschilderten Ver- 
suchsserien mit Carbonatpuffern ausgefiihrt, deren [HA], im Falle der 
Mischungen von Auerbach und Pick betrichtlich ist (in der unverdiinnten 
5.6. 107°, in der 2.5 mal verdiinnten 2.2 . 10°), in Kolthoff’s 3 mal verdiinntem 
Puffer dagegen gering (= 3.10”). Uber das Permeiervermégen des Puffers 
hat man keine ganz genaue:Erfahrung. Es diirfte jedoch kaum zweifelhaft 
sein, dass die Kohlenséure bzw. CO, sein am raschesten permeierender Teil 
ist. Je langer nun die Entfarbungszeit einer Base ist, desto mehr permeiert 
die Kohlensdure aus der Pufferlésung in die Lemna-Zellen und steigert 
die Sauredquivalentmenge des Zellsaftes, was zur Folge hat, dass die intra- 
zellulare Totalkonzentration einer solchen Base bei einem bestimmten ph- 
Wert innerhalb der Zelle grésser wird als die einer ebenso starken, rasch ent- 
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farbenden Base. Hieraus folgt natiirlich wiederum, dass die Entfarbungszeit 
einer langsam entfarbenden Base unter der Kinwirkung von CO, noch langer 
wird, als sie ohne die CO,-Wirkung ware (in Versuchsserie I hat dieser Um- 
stand am starksten mitgewirkt, da [HA]... darin am gréssten ist). 

Dazu kommt, dass — da die [BOH] im Zellinnern wahrend der Enitfar- 
bung nicht bekannt, aber bei den schwdchsten Basen bedeutend grésser als 
bei den starkeren ist (vgl. oben) — das mittlere Diffusionsgefalle in bezug auf 
die [BOH] bei den schwacheren Basen merklich geringer sein diirfte als bei 
den starkeren, so dass die Entfarbungszeit der schwachsten Basen infolge- 
dessen viel zu gross werden kann. 

Der CO,-Einfluss vergréssert bei langsam entfarbenden Basen noch die- 
sen Fehler, da er beim Steigern der nétigen intrazellularen Totalmenge der 
Base zugleich die [BOH] im Zellinnern steigert und dadurch das Diffusions- 
gefalle vermindert. 

Von den 6 ersten Basen der Tabelle ist Ammoniak die schwachste (das 
Diffusionsgefalle in bezug auf seine freie Base ist also wahrend der Versuche 
am kleinsten), und die Starke wachst gleichmassig bis zum Piperidin (dessen 
Diffusionsgefalle hinsichtlich der freien Base also am gréssten war). Von dem 
Permeiervermégen dieser 6 Basen kann man also nach dem Vorhergehenden 
sagen, dass sie in die Wurzelzellen von Lemna minor mit mindestens ebenso 
grosser Geschwindigkeit wie Piperidin permeieren (ihre gegenseitige Permea- 
tionsreihenfolge bleibt dagegen eine offene Frage). Auf Grund dieser Aus- 
fiihrungen werden diese Basen hinsichtlich ihres Permeiervermégens zu einer 
Gruppe (A) vereinigt. 

Athylendiamin ist starker als Ammoniak, sein Diffusionsgefalle hinsicht- 
lich der freien Base ist also bei den Versuchen grésser als im Falle des Ammo- 
niaks gewesen. Dessenungeachtet ist sein Entfarbungsvermégen nicht viel 
grosser als das des Puffers allein, wodurch deutlich zu Tage tritt, dass sein 
Permeiervermégen bedeutend kleiner ist als das der Basen in Gruppe A. Das 
Hydrazin ist wiederum eine bedeutend schwachere Base als alle vorhergehen- 
den, sein Diffusionsgefalle ist infolgedessen und infolge des CO,-Einflusses 
offenbar kleiner als dasjenige der vorhergehenden Basen gewesen, die intra- 
zellulare Totalmenge wiederum infolge des letztgenannten Einflusses und 
wohl auch wegen ihrer Schwache grésser. Trotzdem steht sein Entfarbungs- 
vermégen zwischen Athylendiamin und der Gruppe A (in Versuchsserie 1 zwar 
nach Athylendiamin, aber in dieser Serie sind die st6renden Faktoren, zumal 
in bezug auf Hydrazin, besonders gross), was darauf hinweist, dass es per- 
meierfahiger ist als Athylendiamin. Die Versuchsergebnisse gewahren offen- 
bar keinen sicheren Aufschluss dariiber, in welchem Verhaltnis das Permeier- 
vermogen des Hydrazins zum Permeiervermégen der Basen in der Gruppe A 
steht. Hydrazin bildet daher eine eigene Gruppe (B) zwischen der A-Gruppe 
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und Athylendiamin. Glucosamin schliesslich ist annahernd ebenso stark wie 
Hydrazin. Der CO,-Einfluss ist bei den Versuchen mit ihm auch ziemlich 
ahnlich gewesen. Die Versuchsergebnisse zeigen fiir Glucosamin (+ Puffer) 
annahernd die Entfarbungsintensitat des blossen Puffers. Auf Grund dieser 
‘Tatsache kénnte man wohl sagen, dass Glucosamin langsamer als Hydrazin 
in die Wurzelzellen permeiert, aber man kann aus den Versuchen nicht schlies- 
sen, um wieviel langsamer, auch lasst sich nicht mit Sicherheit das Verhaltnis 
des Permeiervermégens von Glucosamin zum Permeiervermégen von Athy- 
lendiamin feststellen. Die zuletzterwahnten zwei Basen werden deshalb zu 
derselben Gruppe (C) vereinigt. 

Vergleicht man die hier mitgeteilten Ergebnisse mit den vorhin bei Rhoeo 
und Tvadescantia geschilderten, so kann man eine durchaus befriedigende 
Ubereinstimmung feststellen. 

Gruppe II der Versuchsserien. (Die Lésungen wurden wahrend des Ver- 
suchs andauernd gemischt.) 

Die in den vorhergehenden Versuchen angewandten Basenkonzentratio- 
nen waren klein, weswegen Zweifel dariiber entstehen kénnten, ob trotz des 
bei den Versuchen stattfindenden, alle 10 Minuten wiederholten Mischens 
bei der Entnahme der zu untersuchenden Pflanzchen Konzentrationsunter- 
schiede zwischen den der Wurzel zunachst befindlichen und den weiter weg 
befindlichen Lésungsmassen entstehen. Deshalb wurden neue Versuche auf 
die Weise ausgefiihrt, dass die zu priifende Mischung mit Hilfe eines von einem 
Elektromotor angetriebenen Riihrers andauernd gemischt wurde. 


In das Versuchsgefass, in welchem die Mischung vor sich ging und das mit 


einem Deckel versehen war, wurde 1 Liter der jeweilig in Frage kommenden 
Lésung gegossen und mehrere Dutzend Wurzeln gelegt, die aufs sorgfaltigste 


ausgewahlt waren. Auch die Farbung ging bei dieser Gruppe durch Mischen 


vor sich, in einem Gefass mit 1 Liter 5.10 molarer Neutralrotlésung mit 
Zusatz von 25 ccm Phosphatpuffer (ph = 8). Die Farbungszeit war 1/, Stunde. 
Zu Beginn des Versuchs wurde der Farbungsgrad von 10 Wurzeln bestimmt 
und deren Durchschnittswert als Anfangsintensitat der Farbung festgesetzt. 

Bei dem Versuch wurde der Riihrer nach je 10’ fiir eine Weile angehalten, 
immer fiinf neue Pflanzen aus der Lésung genommen und der Farbungsgrad 
der Wurzeln mit Hilfe der Skala bestimmt und ihr Lebenszustand durch Plas- 
molysieren mit KNO; gepriift. Diese Versuche unterscheiden sich also von 
den vorhergehenden auch dadurch, dass in den friiheren dieselben Wurzeln 
wahrend der ganzen Versuchszeit kontrolliert wurden, in diesem hingegen 
jedesmal neue, wenn auch solche, die sich urspriinglich méglichst auf 
gleiche Weise farbten und beim Versuch spater unter gleichen Verhaltnissen 
waren, Ausserdem wurde immer nur eine Lésung zur gleichen Zeit geprift 
(vorher wurden beim selben Versuch stets Base+ Puffer sowie blosser Puffer 
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angewandt), aber zur Beseitigung der aus der Verschiedenheit der Verhailt- 
nisse herriihrenden Fehler wurde immer nach einigen Versuchen das Entfar- 
bungsvermégen des blossen Puffers bestimmt und das aus den nachsten Ver- 
suchen gewonnene Entfarbungsvermégen von Base+ Pufferlésung damit ver- 
glichen. Die mittels der Mischungsmethode gewonnenen Entfarbungskurven 
-wichen im allgemeinen nicht wesentlich von denen der vorhergehenden Ver- 
suchsgruppe ab (vielleicht sind sie etwas steiler). Nur bei sehr grossmolekula- 
ren Basen (Alkaloiden) war ganz deutlich ein Unterschied zu bemerken, wenn 
man ein paar Parallelversuche mit Mischen und ohne Mischen machte, was ja 
selbstverstandlich erscheint, wenn man den Einfluss der von ihrer Molekiil- 
grésse herriihrenden verhaltnismassig geringen Diffusibilitat in Betracht 
zieht (vgl. spater). In dieser Gruppe der Versuchsserien sind bereits alle in 
den Rhoeo-Versuchen gepriiften Basen enthalten. 

Es wurden zwei Versuchsserien ausgefiihrt: 

I. In der 3 mal verdiinnten Mischung ph = 9 von Auerbach und Pick, 
worin [BOH] in einem Teil der Versuche 1.9 . 10°° war, in einem anderen Teil 

‘4.8.10°, im dritten Teil wiederum 9.5 . 107°. 

II. In Kolthoff’s 3 mal verdiinntem Carbonatpuffer ph= 10.7 (urspriinglich 
ph= 10.86), in welchem [BOH] im einen Teil der Versuche 1.9. 10°° war, im 
anderen Teil wiederum 9.5. 10°. 

Die Tabelle 9 zeigt die Ergebnisse, welche auf ganz dieselbe Weise berech- 
net wurden, wie oben geschildert ist. 

Die Tabelle gibt einen Begriff von den grossen Fehlern, welche trotz der 

’ Vorsichtsmassregeln mit den Versuchen verkniipft sind (vgl. z, B. die Zeit- 
werte des Ammoniaks). Dessenungeachtet kann man auch auf Grund dieser 
Ergebnisse die Basen iibersichtlich in verschiedene Permeationsgruppen ord- 
nen. Ein nach oben gerichteter Pfeil gibt an, dass die betreffende Base wo- 
méglich schneller permeiert, als auf Grund ihres relativen Zeitwertes allein 
zu schliessen ist (vgl. weiter unten). 

Bei diesen Versuchen kommen selbstverstandlich die in Verbindung mit 
der vorhergehenden Versuchsgruppe geschilderten unbekannten Schwan- 
kungen der Diffusionsgefalle und der intrazellularen Totalmengen der ver- 
schiedenen Basen in Betracht. Angesichts dieser Umstande kann man aus den 
Versuchsergebnissen folgenden Schluss ziehen: Zweifellos permeieren alle 
Diamine langsamer als andere Basen, denn das Diffusionsgefalle in bezug 
auf [BOH] konnte wegen ihrer Starke nicht kleiner sein als das der Basen der 
A- und B-Gruppen. Unter den Diaminen scheint Cadaverin am permeier- 
fahigsten zu sein, weshalb es in der Tabelle als letztes in die B-Gruppe ein- 
geriickt ist. Die lange Entfarbungszeit von Glucosamin, welches mit den drei 
noch iibrigen Diaminen in die C-Gruppe eingereiht ist (wohin auch der blosse 
Puffer gehdrt), beweist hingegen nicht unbedingt, dass diese Base beziiglich 
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ihres Permeiervermégens wirklich in die C-Gruppe gehort. Sie ist ja von allen 
die schwachste, weshalb (zum Teil infolge des CO,-Kinflusses, der freilich 
bei diesen Versuchen offenbar kleiner ist als bei den Versuchen der Gruppe I) 
ihr Diffusionsgefalle am allerkleinsten war und dazu vielleicht von ihr noch 
eine merkbar gréssere Totalmenge als von den iibrigen Basen im Zellinnern 
bendtigt wurde. ‘ie 

Hydrazin und Brucin, die zu Gruppe B gehéren, sind nach den obigen 
Ausfithrungen offenbar permeierfahiger als die Diamine, dagegen bleibt ihrer 
Schwache wegen das Verhaltnis ihres Permeiervermégens einerseits zu Glu- 
cosamin, andrerseits zu den Basen der A-Gruppe wohl unentschieden. Was 
die A-Gruppe betrifft, kann man beziiglich der Basen ihrer zweiten Unter- 
gruppe nur vom Atropin mit annahernder Sicherheit sagen, dass es langsamer 
permeiert als die Basen der A,-Gruppe, denen es seiner Starke nach gleicht. 
(Die Zersetzung des Atropins in alkalischen Lésungen (vgl. spater) kann moég- 
licherweise in gewissem Masse ihre Entfarbungsdauer verlangert haben.) 
Novocain, Cocain und Cevadin hingegen haben so lange Entfarbungszeiten 
héchst wahrscheinlich nur infolge des durch ihre Schwache und den CO,- 
Einfluss bewirkten kleineren mittleren Diffusionsgefalles und der grésseren 
Totalmenge im Zellinnern (Cocain vielleicht ausserdem dadurch, dass es sich 
in alkalischen Losungen zersetzt, vgl. spater). Gruppe A,, deren Glieder 
sicher ebenso rasch wie Piperidin permeieren, permeiert also seiner Gesamt- 
heit nach offenbar etwas rascher als Atropin, viel rascher als die untersuchten 
Diamine. Das Verhaltnis des Permeiervermégens der Basen dieser Gruppe 
zum Permeiervermégen der anderen, zu Gruppe B und C gehdérigen Basen 
geht hingegen aus den Ergebnissen nicht unbedingt klar hervor. 

Der Vergleich mit den Ergebnissen bei Lemna in Gruppe I der Versuchs- 
serien zeigt, dass die erhaltenen Resultate mit jenen iibereinstimmen. Auch 
stehen sie offenbar in keinem deutlichen Widerspruch zu den mit Rhoeo und - 
Tradescantia gewonnenen Ergebnissen. Bei Novocain, Cocain und Cevadin 
scheinen sich die beiden Objekte allerdings verschieden zu verhalten. Doch 
ist es auch denkbar, dass dies nur durch Unterschiede in den intrazellularen 
Totalmengen und dem Diffusionsgefalle bedingt ist, deren Grésse in den Lemna- 
Versuchen — im Gegensatz zu den Versuchen mit Rhoeo — nicht bestimmt 
werden konnte. 

Die Ergebnisse der recht zeitraubenden und miihsamen Lemna-Versuche 
bleiben also leider unvollstandig, was vor allem daran liegt, dass die Methode 
bei der Ausfiihrung der Versuche noch nicht so vervollkommnet war, wie es 
tatsachlich méglich gewesen ware (vgl. S. 64, Fussn. 2). 
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IV. Beziehungen zwischen den physikochemischen Eigenschaften 
der Basen und deren Permeiervermégen. 


Bekanntlich herrschen gewisse regelmdssige Beziehungen zwischen der 
Konstitution und dem Permeiervermégen verschiedener Stoffe (vgl. die 
Permeabilitatsregeln von OVERTON). So auch im untersuchten Falle. Die 
Diamine permeieren langsam, die Monoamine schnell. Das Permeiervermédgen 
nimmt im allgemeinen mit der Anzahl der C-Atome im Molekiil zu (als Ab- 
weichungen die ersten Glieder der homologen Reihen, Ammoniak, Methyl- 
amin und Hydrazin, die zu schnell permeieren), es vermindert sich aber, wenn 
Hydroxylgruppen in das Molekiil eingefiihrt werden (Glucosamin). Die Kon- 
stitution wiederum bestimmt die physikalischen und physikochemischen 
Eigenschaften der Stoffe, von denen aber bekanntlich das Permeiervermégen 
hauptsachlich abhangig ist. Besondere Beachtung hat man der Molekiil- 
oder besser gesagt der Teilchengrésse der Substanzen, ihrer Lipoidldéslichkeit 
sowie der Oberflachenaktivitat geschenkt. Es war daher von Interesse, die 
Basen, deren Permeiervermégen im Vorhergehenden behandelt worden 
ist, in dieser Hinsicht zu untersuchen, um festzustellen, inwiefern sich Paral- 
lelen zwischen den physikochemischen Eigenschaften und dem Permeier- 
vermégen der Basen ziehen liessen. Zuerst wird in aller Kiirze die Bedeutung 
der Starke der Basen fiir ihr Permeiervermégen behandelt. 


1. Die Starke der untersuchten Basen. 


Aus den obigen Tabellen 5, 6, 8 und 9 geht ohne weiteres deutlich hervor, 
dass zwischen der Starke der untersuchten Basen und deren Permeierver- 
moégen kein durchgehender Parallelismus zu Tage tritt, sofern man, wie es 
in der vorliegenden Arbeit geschehen ist, beim Berechnen des Permeierver- 
mégens der Basen allein den undissoziierten Anteil derselben beriicksichtigt. 
Dieser Umstand verdient insofern Beachtung, als er beweist, dass die Basen- 
kationen nicht zusammen mit den OH’-Ionen zu permeieren vermégen. Ware 
dies namlich der Fall, so waren die starken Basen im stande, die als Kriterien 
benutzten Farbenveranderungen verhaltnismassig kraftiger hervorzurufen 
als die schwacheren, da die Kationenkonzentration der ersteren bei ein und 
demselben ph-Wert der Aussenlésung weit grésser als die der letzteren war. 


2. Die Teilchengrosse der untersuchten Basen in Wasserlosung. 


Die beim Auflésen schwacher Stickstoffbasen in Wasser vor sich gehenden 
Erscheinungen werden allgemein folgendermassen ausgedriickt (vgl. z. B. 
Hantzscu 1899, Baars 1927): 


NR,+H,O 7 NR,HOH und NR,;HOH > NR,H'-++ OH’ 
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Demzutolge ware also die Base in Wasserlésung in folgenden drei Formen 
méglich: erstens als freies NR,, zweitens als Monohydrat N R,HOH (was eine 
wirkliche Hydroxylverbindung ist) und drittens als Ion NR,H. Die Base ist 
schwach, infolgedessen nur teilweise in Ionenform. Ausserdem kommen nach 
Baars z. B. vom Ammoniak eventuell noch die Formen (NH,),H,O und 
NH3. nH,O (wo n > 1) in Betracht. 

Den vorhin erérterten allgemeinen Prinzipien gemass kommen im Zusam- 
menhang mit vorliegender Untersuchung nur die undissoziierten Molekiile 
in Frage. Da diese nun nach dem oben Dargestellten in verschiedenen Formen 
in Wasserlésung vorkommen k6énnen, ware es von Wichtigkeit festzustellen, 
wieviel es von einer jeden Form in der Lésung gibt. Die diese Frage behan- 
delnden Untersuchungen (z. B. Baars l.c., daselbst weitere Literatur) zeigen 
jedoch, dass die Frage immer noch offen ist. Um nun die erforderlichen Zahlen- 
werte beziiglich der Molekiilgrésse der Basen zu erhalten, ist es am geraten- 
sten, das bei Zimmertemperatur nur wenig bestandige (NR;),H,O sowie die 
ganzlich hypothetischen NR,.nH,O ausser Acht zu lassen und neben dem freien 
Molekiil NR, der Stickstoffbase in Wasserlésung das Monohydrat NR, HOH 
anzunehmen und fiir dieses das Molekularvolumen zu berechnen. Das genaueste 
Mass fiir das Molekularvolumen .diirfte die Molekularrefraktion sein (vgl. z. 
B. CoLLANDER 1926 und 1927). In Tabelle 10 sind die Molekularrefraktionen 
der untersuchten Basen sowohl fiir die Form NR, als fiir die Form NR,HOH 
enthalten (fiir die Diamine das Dihydrat analog mit dem Dihydrochlorid), 
teils direkt nach LANDOLT-BORNSTEIN (1923 S$. 973—983, Tab. 182), teils aus 
den Atomrefraktionen berechnet. mit Beriicksichtigung der Spezialwerte der 
CH,-Gruppe und der Doppelbindungen, fiir welche neuberechnete Atomref- 
taktionen benutzt wurden, mit Ausnahme der Atomrefraktion des Stickstoffs 
im Ammoniak und Hydrazin, welche friitheren Bestimmungen entnommen 
wurde (l.c. Tab. 184 a). 

Es sei noch ausdriicklich betont, dass diese Werte rein theoretisch sind 
und infolgedessen also nur ein approximatives Bild von der tatsachlichen 
Teilchengrésse der Basen in Wasserlésung geben. (Eine richtigere Auffassung 
von letzterer wiirde man sich wahrscheinlich mit Hilfe von Diffusionsver- 
suchen bilden k6énnen.) 


Die Konstitution des Cevadins ist unbekannt. Bei der Molekularrefraktions- 
berechnung desselben wurden seine Sauerstoffatome samtlich als Hydroxyl- 
sauerstoff und der Stickstoff als tertiarer Aminstickstoff angenommen. Unge- 
sattigte Ringe und andere Eigentiimlichkeiten wurden bei der Berechnung selbst- 
verstandlich fortgelassen, daher der erhaltene Wert wahrscheinlich von dem 
wirklichen ziemlich stark abweicht. Jedenfalls ist er nicht zu hoch berechnet. 


In Tabelle 10 steht in der Molekularrefraktionskolumne zuerst die 
Molekularrefraktion der Form NR, und hinter dieser der entsprechende Wert 
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der Form NR,HOH. Die Basen sind in steigender Serie auf Grund des Mittels 
dieser Werte angeordnet. Die Tabelle enthalt auch die P-Werte aus den 
Rhoeo- und Tradescantia-Versuchen, desgleichen die Ordnungsbuchstaben der 


Lemna-Versuche. 


Tabelle 10. 

| | : Rh | Trades- | L 

| Ba Ss .e | MRpyp | 0e0 | cantia | emna 

| —— . 

| Ammornlak Get ves eben eo ) 5.9— 84 | 2.8 7.6 Ay | 
Methylamin® aren ....0eeser | 40.2— 44,0 1.5 5.0 Ay . 
Hiydrazin tien piers peed ae | 9416.8 4 0.87 2.8 Bi | 

| AWobeslmobyehechingeh om a tase ghee | -200— 23.7 |" 2.5. | — | Ay 

(out yleaciatnin o)e, bie carp dae | 18.2— 25.7 | 0.02 | 0.0 7] € 

MAL YIAMNET .7 >. aoe See ee 24.2— 28.0 | Dee (had ly 

_ Trimethylendiamin .......... | 22.0.— 30.4 | 0.04 | — | C 

[A Piperidinn sues eee 26.9 SOM | NO el he Ay 

| ioAm y lami. ei eo ee eaten | 28.7— 32.4 3.9 | Fee Ay 

{ho PULETOSCUD ei nun gee. cians Sees | 7.5— 35.0 | 0.086 | — Cc 

bi GBA AVETIIL So ose. pene Reece fn S2t— 39.6) Ob Se 
Benzylamin yee aes eee | 344— 38.1 | 42 | 10.5 Ay 

joGlncodamin i 4 oe au Te | 39.4— 43.2 | <0.002 | <1.0 peat 

+ Neovocsin« ls sai det ids ee 67.6— 75.04} «1.5.4: oabl eeed oat 

pee AtTO PIN vct site wards caacys wee hie 79.7— 83:4 | 1.0 4.9 | Ay 

(gp SOT eae ee pray ee 0879.0 29 oie Sue Coe a As? 

pA get ath ee iil rs while ol \ 97.e—1052 | U.es f. 2er ur oe 

t* Céevadin Sei ee rere | 147.8—151.6 | Fa Ge A 


Die Tabelle zeigt aufs deutlichste, dass die Teilchengrésse in wasseriger 
Lésung in den untersuchten Fallen auch nicht entfernt dem Permeierver- 
mogen antibat variiert. Den besten Beweis fiir diese Behauptung liefern 
einerseits das grosse Permeiervermégen des Cocains, Novocains und Ceva- 
dins, andererseits das kleine des Hydrazins und auch des Athylendiamins, 
um nicht andere zahlreiche, aus der Tabelle ersichtliche minder radikale 
Beispiele zu erwahnen. 

Es scheint also vollkommen unzweifelhaft, dass die Alkaloide, trotz ihrer 
sehr betrachtlichen Teilchengrésse, schnell permeierend sind. Ihr Permeier- 
vermégen nahert sich ja demjenigen des ausserordentlich kleinmolekularen 
Ammoniaks, ja tibersteigt dasselbe sogar in einigen Fallen. Sogar das Cevadin 
mit der Formel C,,HygNOg und einem Molekulargewicht von 591 permeiert 
noch leicht, besonders in die Zellen von Rhoeo. Und dabei ist es, vor allem in 
bezug auf das den Alkaloiden nahestehende Novocain, ganzlich ausgeschlos- 
sen, die narkotischen oder giftigen Eigenschaften dieser Base fiir ihr leichtes 
Permeieren verantwortlich machen zu wollen. Zeigt doch das auf §, 57 ange- 


eS ee 
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fiihrte Experiment, wie dieselben Zellen, welche Novocain mit grosser Ge- 
schwindigkeit aufgenommen haben, gegeniiber dem kleinmolekularen Harnstoff 
sehr schwer permeabel sind. Alles dies stimmt mit der Ansicht OvERTON’s, 
aber wieder gar nicht mit der kiirzlich von RuHLAND (1926) ausgesprochenen 
Vermutung iiberein. 


3. Die Atherléslichkeit der untersuchten Basen. 


Um eine Auffassung iiber die relative Lipoidléslichkeit der zu untersuchen- 
den Basen zu gewinnen, wurde ganz einfach deren Teilungsverhdltnis im 
System Ather/Wasser bestimmt. 

Bei der Bestimmung des Teilungsverhdltnisses einer schwachen Stick- 
stoffbase in einem derartigen System kénnen in den meisten Fallen die Ionen 


 beiseite gelassen werden, da sie bekanntlich sehr wenig lipoidldslich sind 


(vgl. Hantzscu 1899) und sich demnach zum weitaus gréssten Teil in der 
Wasserphase befinden. Der sich verteilende Stoff des Systems besteht also 
aus dem undissoziierten Teil der Base, die auch in den Permeationsversuchen 
Gegenstand der Untersuchung war. Aus diesem Grunde wurde bei den Ver- 
teilungsversuchen die Wasserphase stets so stark alkalisch gemacht, dass sich 
die zu untersuchende schwache Base praktisch ganzlich in undissoziiertem 
Zustand befand. 

Bisher sind erst sehr wenige Versuche tiber die Verteilung schwacher Basen 
zwischen Ather und Wasser ausgefiihrt worden. (OvERTON scheint allerdings 
eine Menge derartiger Versuche vorgenommen haben, doch gibt er nichts 


‘Naheres itber sie an.) Die einzigen diesbeziiglichen Angaben diirften sich in 


der Arbeit von HANTzscH und SEBALDT (1899) finden und behandeln die Vertei- 
lung des Ammoniaks und Piperidins in diesem System. Berechnet man auf 
Grund ihrer nur orientierenden Versuche das Teilungsverhaltnis des undisso- 
ziierten Teiles (als Zahler die in die Atherphase iibergegangene, als Nenner 
die in der Wasserphase verbliebene Menge), so erhalt man fiir Ammoniak das 
Teilungsverhaltnis 0.0076 und fiir Piperidin 0.7. 

Hanvtzscu und SEBALDT (1899) sowie Hantzscu und Vacr (1901) wiesen 
nach, dass das Teilungsverhaltnis der schwachen Basen nicht konstant war, 
sondern sich bei steigender Temperatur und Basenkonzentration zu Gunsten 
der nichtwdsserigen Phase, beim Eintreten der entgegengesetzten Verande- 


-rungen wiederum zu Gunsten der Wasserphase verschiebt. Diese Erschei- 
_ nungen miissen bei der Anordnung von Verteilungsversuchen, aus denen man 


mit den Permeabilitatsversuchen vergleichbare Resultate erzielen will, 


beachtet werden. 
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Anordnung und Ausfiihrung der Versuche. 


Die Permeabilitatsversuche wurden im allgemeinen mit sehr verdinnten 
Lésungen vorgenommen (0.0002 —0.002-n). Um eine vollige Ubereinstimmung 
zwischen den physiologischen Versuchen und den Ipoidléslichkeitsbestinmun- 
gen zu erzielen, miissen letztere unter Anwendung ungefahr derselben Kon- 
zentrationen wie erstere ausgefiithrt werden. Um die oft sehr kleinen in die 
Atherphase iibertretenden Basenmengen unter Benutzung von gewdhnlichen 
Biiretten bestimmen zu kénnen, muss man stark verdiinnte Titrierlosungen 
anwenden (ABDERHALDEN 1924, Abt. I, Teil 3, S. 306). Als Indikator wurde 
Methylrot gewahlt, das hier am zweckmassigsten war, da es sich zur Titration 
solcher Basen eignet, deren Kgoy> 10°** ist, und da es der empfindlichste von 
allen in Frage kommenden Indikatoren ist. (In passender Konzentration ange- 
wandt, gibt das Methylrot bei Hinzufiigung von 0.1 ccm einer 0.01-n Titriersdure 
oder Base einen deutlichen Farbenumschlag, vgl. KOLTHOFF 1923 S. 85 und 95). 


Als Titrierlésung wurden 0.01-n H,SO, und NaOH genonimen, die durch Ver- - 


diinnung von 0.1-n Lésungen hergestellt wurden. 0.01-n H,SO, wurde mit grésster 
Genauigkeit dargeste It und die in jedem Versuche benutzte 0.01-n NaOH damit 
verglichen. 

Beide Lisungen wurden in Kolben aus Jenaerglas aufbewahrt, die bereits 
langere Zeit im Gebrauch gewesen und durch Ausdampfen gereinigt worden 
waren. Es zeigte sich, dass 0.01-n H,SO, ihren Titer wenigstens zwei Wochen 
unverandert behielt, wahrend 0.01-n NaOH allmahlich, wahrscheinlich infolge 
von CO,-Absorption, immer schwdcher wurde, so dass nach Ablauf von 3—4 
Tagen ein Unterschied durch Titrieren bestimmt nachgewiesen werden konnte. 

Die Genauigkeit der benutzten analytischen Methode ergibt sich aus folgen- 

dem: Es mégen die Ather- und Wasserphasen je 50 ccm betragen, und die ur- 
spriingliche Aminkonzentration sei 0.001-n (also wie gew6hnlich bei den Permea- 
bilitatsversuchen). Durch Schiittelung wird jetzt etwa die Halfte des Amins in 
die Atherphase iibergefithrt, so dass beim Gleichgewicht das Teilungsverhiltnis 
Ather/Wasser = ca. 1 herrscit. Der Amingehalt der Atherphase entspricht also 
2.5 ccm 0.01-n Sdure. Der Titrierfehler betragt 0.05 ccm, also + 2°/. Ware 
wiederum die Aminkonzentration in der Atherphase 0.0002-n — entweder infolge 
geringerer Atherléslichkeit oder geringerer urspriinglicher Konzentration in der 
Wasserphase —, so wiirde der Fehler bereits + 5 °/, betragen usw. Man kann 
also — wenn nur die Atherphase analysiert wird — nicht daran denken, wenig 
atherlosliche Basen in so niederer Konzentration zu benutzen. 
Um nun aber trotzdem mit Hilfe dieser Methode die Atherléslichkeit der 
verschiedenen Basen miteinander vergleichen zu kénnen, wurde das Teilungs- 
verhaltnis bei mehreren verschiedenen Konzentrationen ((.1—0.0013-n) bestimmt, 
wobei sich gleichfalls herausstellte, dass ein Konzentrationswechsel keine im 
physiologischen Sinn wirkenden Fehler mit sich fiihrte. 


Der »Alkaloidfehlery des Methylrots (vgl. MICHAELIS und‘ DERNBY 1922) ist’ 


unbekannt. Doch wurde der Fehler auch hier durch Bestimmung der Teilungs- 
verhaltnisse der Alkaloide in zwei verschiedenen Konzentrationen immerhin 
verringert. 

Die auf Temperaturschwankungen (etwa zwischen 16° und 24° C) beruhenden 
Fehler schienen ebenfalls so unbedeutend zu sein, dass sie bei einem Vergleich der 
bei den Verteilungsbestimmungen erzielten Resultate mit den an lebenden Zellen 
gewonnenen Ergebnissen keinen Fehler im physiologischen Sinn verursachten. 
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Die Schiittelung wurde in einem Scheidetrichter vorgenommen, in welchen 
50.ccm mit Ather gesattigtes Wasser sowie 50 ccm mit Wasser gesattigter Ather 
gebracht wurden. Die Wasserphase enthielt die’zu untersuchende Base in der 
jeweils gewiinschten Konzentration und ausserdem NaOH in einer Konzentra- 
tion von entweder 0.1-n (ph = etwa 13) oder — wenn eine Zetsetzung der Base 
moglich war (vgl. weiterhin) — 0.01-n (ph = etwa 12). Ausserdem wurde dar- 
auf geachtet, dass die Neutralsalzkonzentration der Wasserphase in simtlichen 
Versuchen gleich gross war. Sie betrug 0.1-n NaCl oder, wenn es sich um Hydra- 
zin handelte, 0.1-mol. Na,SO, und bei Ammoniak in der zweiten Vergleichs- 
serie 0.1-n Na,SO,. 

Die Schiittelung dauerte in jedem Versuch 1’, nach deren Verlauf das Gleich- 
gewicht sicher eingetreten war (nach HAN?zscu, 1. c., ist in den von ihm benutz- 
ten Systemen das Gleichgewicht bereits nach 10’’ hergestellt). Dann wurde das 
Wasser schnell abgelassen. Vermittels einer Pipette wurden von der Atherphase 
nun schnell 45 ccni entnommen, wobei darauf geachtet wurde, dass die Pipetten- 
spitze die Wandung des Scheidetrichters, an der sich méglicherweise Reste von 
der stark alkalischen Wasserphase befinden konnten, nicht beriihrte. Diese 45 
ccm wurden in einen Kolben getan, der eine sorgfaltig abgemessene Menge der 
mit dem betreffenden Indikator gefarbten 0.0i-n H,SO, enthielt. Besass die 
Base anfangs eine hohe Konzentration und war sie in reichlicher Menge in die 
Atherphase itbergetreten, so wurde 0.1-n H,SO, angewandt. Nun wurde im 
geschlossenen Kolben die Atherphase zusammen mit Schwefelsdure geschiittelt, 
infolgedessen die Base aus der Atherphase in die Saurelésung unter Salzbildung 
iiberging. Das Methylrot wiederum ging in die Atherphase iiber, diese gelb far- 
bend, falls Schwefelsaure im Uberschuss vorhanden war. Fand eine derartige 
Farbung nicht statt, so wurde die nétige Schwefelsduremenge hinzugegeben. 
Nach Verjagen des Athers auf dem Wasserbad wurde die zuriickbleibende 
methylrothaltige Schwefelséurelésung, in welcher also ein Teil der Sdure an 
die urspriinglich in der Atherphase befindliche Base gebunden war, mit 0.01-n 
NaOH, die ihrerseits wiederum eine gentigende Menge Methylrot enthielt, ti- 
triert. Die Titration wurde unter Benutzung von Vergleichslésungen (ph 4,8, 
5.0 und 5.2) auf ph = 5 bewerkstelligt (vgl. KoLTHOFF 1923). Da nun die anfangs 
mit 45 ccm aminhaltiger Atherphase geschiittelte Menge H,SO, bekannt ist, 
so ergibt diese Titration durch eine einfache Subtraktion diejenige H,SO,- 
Menge, welche an das in den 45 ccm der Atherphase vorhanden gewesene Amin 
gebunden ist, und dadurch zugleich die entsprechende Aminmenge. Die ge- 
samte Aminmenge der Atherphase war folglich 50/45 der eben erhaltenen Menge. 
der in Ather iibergegangene Teil. 


der in Wasser verbliebene Teil 


Das Teilungsverhaltnis ist gleich 


Fehlerquellen bei den Verteilungsbestimmungen. 


Die grosse Fliichtigkeit des Athers diirfte leicht Anlass zu zietnlich grossen 
Ungenauigkeiten geben (vgl. HANTzscH 1899). Mit etwas Ubung kann jedoch © 
die Gesamtzeit der Schiittelung (bis zu dem Zeitpunkt, wo das Amin an die 
Schwefelséure gebunden wurde) auf etwa 2.5—3’ reduziert werden. Da nun 
iiberdies die Scheidetrichter und H,SO,-Kolben geschlossen waren, die 45 ccm 
der Atherphase direkt in die Schwefelséure gegossen wurden und die meisten 
Basen ihrerseits auch einigermassen fliichtig waren, wodurch die Verfliich- 
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tigung des Athers kompensiert wurde, so dirften sich die Fehler in physiolo- 
gischer Hinsicht nicht allzu st6rend geltend machen. Bei Benutzung der aller- 
kleinsten Konzentrationen der lipoidléslichsten Basen (Alkaloide) hatte die Ather- 
verfliichtigung zur Folge, dass die in die Atherphase iibergegangene Gesamt- 
menge bisweilen sogar um eine Spur grésser als die urspriingliche Menge in der 
Wasserphase gefunden wurde. Bei derartigen Versuchen war es daher unmdég- 
lich, fiir das Teilungsverhaltnis irgendeinen bestimmten Zahlenwert zu erhalten, 
und darum ist denn auch in dergleichen Fallen in der Tabelle das Teilungsver- 
haltnis mit > 12 bezeichnet. : 

Besondere Versuche zeigten, dass das Alkali der Wasserphase nicht in nen- 
nenswertem Masse in die Atherphase iibertrat, und ebenso, dass sich von der 
Wandung des Kolbens, in welchem die Schiittelung mit der Schwefelsdure und 
die Verdunstung des Athers vor sich gingen, keine messbare Menge Alkali in die 
Saurelésung loste. 


Das Ergebnis der Verteilungsbestimmungen. 


Die Resultate der Teilungsverhaltnisbestimmungen sind in der Tabelle 11 
enthalten, worin die Stoffe nach abnehmenden Teilungsverhaltniswerten ange- 
ordnet sind. Die in der Tabelle angefiihrten ph-Werte beziehen sich selbst- 
verstandlich auf die Wasserphase. Desgleichen sind an den betreffenden 
Stellen der Tabelle in Kursivdruck einige der von CoLLANDER und BAR- 
LUND untersuchten Nichtelektrolyte angefiihrt (vgl. unten). Man findet hier 
auch die P-Werte der Stoffe aus den Rhoeo- und Tvradescantia-Versuchen 
nebst den Ordnungsbuchstaben der Basen aus der Tabelle der Lemna- 
Versuche. 

Ein Blick auf die Tabelle — es sollen vorlaufig nur die Basen beachtet 
werden — zeigt, dass zwischen Atherléslichkeit und Permeiervermégen im 
grossen und ganzen ein recht befriedigender Parallelismus besteht. Am bes- 
ten diirfte die Abhangigkeit des Permeiervermégens von der relativen Ather- 
léslichkeit und vom Molekularvolumen der betreffenden Basen durch eine 
graphische Darstellung dieser Gréssen in Form der Figuren 6 und 7 veran- 
schaulicht werden, woselbst als Ordinate die Logarithmen der P-Werte der 
Basen, als Abszisse die Logarithmen ihrer Teilungskoeffizienten erscheinen 
und in welchen die Basen je nach der Grésse ihrer Molekularrefraktion die in 
der Figur 6 angegebenen Zeichen erhalten. Ein Pfeil neben der Base gibt an, 
dass der in Frage stehende Ordinaten- oder Abszissenwert ein Grenzwert ist 
(Glucosamin und drei Alkaloide), 

In der Figur 6, welche die diesbeziiglichen Verhaltnisse hinsichtlich Rhoeo 
discolor darstellt, wurde:eine Linie durch die Zeichen der Basen gelegt, die 
den Parallelismus zwischen Atherléslichkeit und Permeiervermégen am deut- 
lichsten zeigen. Oberhalb derselben befinden sich somit Basen, die schneller 
permeieren, als es ihrer Atherléslichkeit nach (verglichen mit der Atherlés- 
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lichkeit der iibrigen untersuchten Basen) der Fall sein sollte. Das Ammoniak 
ist ganz entschieden eine solche Base, das Hydrazin und das Methylamin sind 
es in weniger ausgepragtem Grade, aber immer noch ziemlich deutlich. Unter- 
halb der Linie bleiben wiederum die Basen, die, mit den iibrigen untersuchten 
Basen verglichen, ein geringeres Permeiervermdégen besitzen, als ihrer Ather- 
léslichkeit nach zu erwarten war. Solche Basen sind zweifellos: Brucin, Atro- 
pin und Cevadin (eventuell auch noch Novocain und Cocain, deren Teilungs- 
verhaltnisse nicht genau zu bewerten waren), also mit anderen Worten die 
meisten oder méglicherweise sémtliche Alkaloide. Leider ist der Verlauf der 
Linie von Cadaverin zu Diathylamin einigermassen unsicher, da es in der be- 
nutzten Basenauswahl zufallig nicht eine einzige gab, die auf diesen Teil der 
Linie gefallen ware. 

Wird in der Figur 7, die sich auf Tvadescantia virginica bezieht, eine Linie 
_durch ungefahr dieselben Basen wie in der Rhoco-Darstellung gezogen (der 
Verlauf derselben ist dann infolge der wenigen untersuchten Basen nur ganz 
summarisch zu bestimmen), so treten ganz entsprechende Verhdltnisse zu 
Tage: Ammoniak, Methylamin und Hydrazin sind auch hier im Verhaltnis 
- zu ihrer Atherléslichkeit zu rasch, die Alkaloide wiederum zu langsam per- 
meierend (das Verhalten des Cocains verbleibt auch hier unaufgeklart). 

In beiden Fallen ist also sehr auffallend, dass die zu vasch permeterenden Basen 
solche sind, welche sich durch die allerkleinsten Molekularrefraktionswerte aus- 
zeichnen, wahrend die zu langsam permeierenden Basen zu den extrem gross- 
molekularen gehoren. 

Ein Vergleich zwischen dem Permeiervermégen der untersuchten Basen 
und dem Permeiervermégen von Nichtelektrolyten ist — wenigstens theo- 
retisch — dadurch méglich, dass das Permeieren der letzteren in die Epider- 
miszellen von Rhoéo discolor mittels der plasmolytischen Methode untersucht 
worden ist (COLLANDER u. BARLUND 1926, BARLUND 1929). Die bei diesen 
Untersuchungen gefundenen Plasmolysekurven nahern sich in einigen Fallen 
den Diffusionskurven so weit, dass man auf Grund derselben die P-Werte 
der betreffenden Nichtelektrolyte berechnen kann. Dies gilt fiir Stoffe, die 
nicht besonders grossmolekular sind, nicht viel langsamer als Harnstoff und 
nicht rascher als Acetamid permeieren. An Hand des Gesagten kann man zum 
Vergleich z. B. folgende Nichtelektrolyte wahlen: Harnstoff, Methylharnstoff, 
Glycerin, Monacetin, Dimethylharnstoff und Acetamid, fiir welche P-Werte 
aus den Plasmolysekurven in BARLUNDS Verdffentlichung (1929) berechnet 
sind (vgl. Tabelle 11). 

Es muss jedoch besonders hervorgehoben werden, dass in der Praxis ein 
Vergleich des Perméiervermégens der untersuchten Basen und dieser Nicht- 
elektrolyte mit Hilfe der aus den betreffenden Versuchen gewonnenen P-Werte 
leider recht grosse Schwierigkeiten mit sich bringt, die nicht nur daher riihren, 
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dass die fiir die Basen berechneten Werte stark approximativ sind, sondern 
auch daher, dass die angewandte kolorimetrische und die plasmolytische 
Methode von Grund aus verschieden sind. Dies letztere aussert sich haupt- 
sachlich in folgenden Umstanden: 


a) Fiir die Basen wurden die P-Werte aus der Untersuchung der ersten . 


Zellenreihe berechnet, Barlund wiederum (1. c.) untersuchte stets drei Zellen- 
reihen. Dieser Umstand erhéht die P-Werte der Basen im Vergleich zu den 
Werten der Nichtelektrolyte. 

b) Die bei den mit Basen ausgefiihrten Versuchen stattfindende Speiche- 
rung sowohl in der ersten Epidermiszellenreihe wie in der darauffolgenden und 
auch in den Mesophyllzellen bewirkt, dass der ganze Diffusionsprozess in die 
erste Zellenreihe hinein in Wirklichkeit sehr kompliziert ist, und es ist schwer, 
genau zu sagen, in welcher Richtung dieser Umstand verandernd auf die P- 
Werte einwirkt. Eine entsprechende Erscheinung kommt natiirlich bei Nicht- 
elektrolyten — wegen fehlender Speicherung — gar nicht in Frage. 

c) Der Einfluss der Zellmembran ist offenbar bei den plasmolytischen 
Versuchen ein anderer als bei den kolorimetrischen. Im ersteren Fall ver- 
zogert die Membran den Zutritt des permeierenden Stoffes zur Aussen- 
grenze des Protoplasmas. Die Plasmolyse bleibt deswegen schwacher, die 
Permeation erscheint also eher rascher, als sie in Wirklichkeit ist. Im letzteren 
Fall hemmt natiirlich die Membran ihrerseits das Eindringen des Stoffes in 
die Zellen und die Entstehung des Farbenumschlags, der als Kriterium der 
Permeation gilt, und dadurch werden die P-Werte kleiner, als sie waren, wenn 
es sich um das Permeieren nur durch das Plasma handelte. 

d) Bei den kolorimetrischen Versuchen wurden die Lésungen dauernd 
geschiittelt, so dass keine bedeutenden Konzentrationsunterschiede zwischen 
den nahe der Zelle befindlichen Lésungsmassen und den entfernteren entste- 
hen konnten. Bei den plasmolytischen Versuchen wurden die Lésungen da- 
gegen nicht geschiittelt. Dieser Umstand vergréssert offenbar die P-Werte 
der Basen im Vergleich zu den entsprechenden Werten der Nichtelektrolyte. 

c) Auf die P-Werte der Basen wirkt folgender Umstand reduzierend ein: 
beim Berechnen derselben galt immer als »Permeationszeit» diejenige Zeit, 
welche nétig ist, um den ph-Wert des Zellsaftes auf genau 8 zu erhdéhen; doch 
steigt der ph-Wert des Zellsaftes haufig so schnell iiber 8 hinaus (zumal wenn 
- die am raschesten permeierenden Basen in Betracht kommen), dass man den 
richtigen Zeitpunkt leicht verpasst, wodurch die Permeationszeit einen zu 
grossen Wert bekommt. Beim plasmolytischen Versuch tritt nichts Ent- 
sprechendes zu Tage. ‘ 

Man sieht also, in beiden Methoden kommen sowohl die P-Werte vergris- 
sernde wie auch verkleinernde Faktoren vor, und es ist nicht leicht zu sagen, 
welche Hinfliisse iiberwiegen. Ein Vergleich zwischen dem Permeiervermégen 
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der Basen und demjenigen der Nichtelektrolyte wird unter diesen Umstanden 
nur ganz annahernd ausfallen. 

Nichtsdestoweniger darf wohl gesagt werden, dass der Parallelismus 
zwischen Permeiervermégen und Atherléslichkeit recht befriedigend ist, auch 
wenn man die Nichtelektrolyte neben den untersuchten Basen betrachtet, 
und dass die grossmolekularen Alkaloide auch im Vergleich zu den mittels 
der plasmolytischen Methode untersuchten Nichtelektrolyten verhaltnis- 
massig schnell zu permeieren scheinen. 


4. Die Oberflichenaktivitat der untersuchten Basen. 


Die Bestimmungen der Oberflachenaktivitat der untersuchten Basen 
wurden vermittels der Tropfenzahlbestimmung mit einem Traube’schen Sta- 
lagmometer ausgefiihrt, dessen Tropfenzahl fiir destilliertes Wasser (bei 25° C) 
47.2 betragt. 

Analog mit den Verteilungsversuchen wurden die Oberflachenspannungs- 
versuche ebenfalls mit Lésungen ausgefiihrt, deren ph so hoch war, dass die 
zu untersuchende schwache Base in denselben so gut wie ganzlich undisso- 
ziiert war (vgl. weiter unten). Infolge dieser Anordnung gab es in der Lésung, 
deren Tropfenzahl bestimmt wurde, ausser der zu untersuchenden Base auch 
Neutralsalz (zumeist NaCl) und freies NaOH. Bei ph = 13 diente als Grund- 
lésung 0.1-n NaCl+-0.1-n NaOH, aber bei Hydrazin 0.2-n Na,SO,+0.1-n NaOH 
und bei Athylendiamin II und anderen eigentlichen Diaminen 0.2-n NaCl+ 
01-n NaOH. Bei ph = 12 wurde als Grundlésung 4.3-107°-n NaCl+0.o01-n 
NaOH benutzt. 

Fiir Stoffe mit starker Oberflachenaktivitat wurde die Tropfenzahl bei 
einer Temperatur von 25° direkt als anschauliches Mass der Oberflachenakti- 
vitat angenommen. Dagegen naherte sich die Tropfenzahl der am wenigsten 
oberflachenaktiven Stoffe in so hohem Grade dem Tropfenzahlwert der be- 
treffenden Grundlésung, welcher sich seinerseits wieder nur sehr wenig von 
dem Werte des reinen Wassers unterschied, dass es nicht leicht war, auf 
Grund der Tropfenzahlallein auf die Reihenfolge der Oberflachenaktivitat 
zu schliessen, da das spezifische Gewicht der einzelnen Lésungen etwas wech- 
selte. Es wurde deshalb die relative Oberflachenspannung dieser Lésungen, 
bezogen auf die Oberflachenspannung. der betreffenden Grundlésung (ohne 


Z:s 

Zusatz der Stickstoffbase) als Einheit, gemass der Formel 7; = aa berech- 
net, in welcherz und s die Tropfenzahl und das spezifische Gewicht der Grund- 
lésung, z, und s,dieselben Gréssen der Grundlésung+Base bezeichnen. Da 
einzelne Basen (Alkaloide) sehr schwerléslich sind, wurden die Bestimmungen 


nach Bedarf in mehreren Konzentrationen ausgefiihrt. 
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Bei gewissen Alkaloiden wurde ene vasche Abnahme dev Oberflachenaktivitat, 
also eine Verringerung der Tropfenzahl wahrgenommen, und zwar eine 
desto schnellere, je héher der ph-Wert der Lésung, in der die Bestimmung aus- 
gefiihrt wurde, war. Am schnellsten war diese Verdnderung beim Cocain, eini- 
germassen rasch beim Atropin, kaum wahrnehmbar beim Cevadin. Beim Bru- 
cin und Novocain liess sich iiberhaupt keine Veranderung mehr bemerken. 
TRAUBE (1912) machte ahnliche Erfahrungen in bezug auf das Atropin, BER- 
CZELLER und CsakI (1918) sowie BERCZELLER und SEINER (1917) in bezug auf 
Atropin, Cocain und gewisse andere Alkaloide. Dieser Erscheinung zutolge 
ist es schwer, irgendwelche bestimmte Tropfenzahlwerte fiir Cocain und Atropin 
zu erhalten. Doch auch fiir sie konnte der urspriingliche Wert der Oberflachen- 
aktivitat approximativ abgeschatzt werden, und zwar durch Bestimmung der 
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Tropfenzahl alle 5 Minuten im Verlauf einer Stunde, wonach auf Grund der erhal- 
tenen Werte eine Kurve gezeichnet wurde, die die zeitliche Veranderung der 
Tropfenzahl angibt und die dann approximativ so weit nach links verlangert 
wurde, bis sie die Ordinatenachse schnitt. Der Schnittpunkt bezeichnet dann 
ungefahr den Wert der urspriinglichen Tropfenzahl und gibt einen Begriff von der 
urspriinglichen Oberflachenaktivitat des in Frage stehenden Alkaloids (Fig. 8). 

Die in den Cevadin-, Cocain- und Atropinlésungen stattfindenden, die Ober- . 
flachenaktivitat herabsetzenden Veranderungen erklaren TRAUBE (1912) und 
mit ihm BERCZELLER und SEINER (1917) als von einer Verminderung des Disper- 
sitatsgrades der freien Alkaloidbase herrithrend. Ware diese Erklarung, der 
sich auch MICHAELIS und DERNBY (1922) anzuschliessen scheinen, erschépfend,. 
so drangt sich die Frage auf, weshalb nicht auch das wenigstens ebenso typisch 
kolloidale Brucin (vgl. z. B. RUHLAND 1914) ein gleiches Verhalten an den Tag 
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legt. In der Tat diirfte eine ganz andere Erklarung zum mindesten den gleichen 
Anspruch auf Berechtigung erheben kénnen: Cocain und Atropin — nicht aber 
Brucin (die Konstitution des Cevadins ist unbekannt) — sind beide esterartige 
Verbindungen, die in alkalischén Lésungen rasch verseift werden (vel. KOLTHOFF 
1925). Bei der Verseifung des Atropins entstehen Tropasdure und T ropin. Er- 
stere ist bei dem benutzten hohen ph-Wert zum gréssten Teil dissoziiert (vgl. 
LUNDEN 1908), also in oberflacheninaktiver Form, dagegen ist die T topinbase 
frei. Ihre Oberflachenaktivitat ist zwar unbekannt, aber immerhin erscheint 
eine Herabsetzung der. Oberflachenaktivitaét als Folge der Verseifung durchaus 
wahrscheinlich. Bei der Verseifung des Cocains wiederum entstehen Ekgonin, 
Benzoesaure und Methylalkohol, welche alle unter den in der Lésung obwalten- 
den Bedingungen wenig oder sogar sehr wenig oberflachenaktiv sind, so dass 
die Verseifung des Cocains die beobachtete starke Herabsetzung seiner Ober- 
flachenaktivitat durchaus befriedigend erklart. Beim Cevadin finden allem . 
Anschein nach entsprechende Veraénderungen, wenn auch, nach der Veranderung 
der Oberflachenaktivitat zu urteilen, in geringerem Massstabe statt. Dagegen 
scheint das Novocain, trotz seiner esterartigen Konstitution, sehr bestandig zu 
sein. 

Nun entsteht natiirlich die Frage, inwieweit die Ergebnisse der vorhin be- 
schriebenen Permeabilitatsversuche mit Atropin, Cocain (und Cevadin) durch 
den allmahlich stattfindenden Zerfall dieser Basen beeinflusst worden sind. 
Dass dieser Einfluss relativ gering ist, scheint aus Serienversuchen hervor- 
zugehen, in denen die Verminderung der Tropfenzahl (in °/) vom Anfangswert) in 
Lésungen der genannten Basen bei verschiedenen ph-Werten im Laufe einer 
Stunde bestimmt wurde. Bei ph=12 war'die Verminderung fiir Cocain 80 °/,, fiir 
Atropin 25 °%/,, fiir Cevadin 3°/, der méglichen Maximalverminderung (= 
Anfangswert minus Tropfenzahl der Grundlésung), bei ph=9 fiir Cocain 7 °/), fiir 
Atropin 3 °/,, bei ph=8. wiederum fiir Cocain 2 °/,, fiir Atropin 2 °/,. Wenn die 
Versuche bei ph=12 so lange (einige Tage) fortgesetzt wurden, dass das Gleich- 
gewicht anndhernd erreicht war, so betrug die Verminderung fiir Cocain 99 °/), 
fiir Atropin 96 °/, und fiir Cevadin 97 °/,, also bedeutend mehr, als es bei den 
in den Permeabilitatsexperimenten angewandten ph-Werten der Fall war. 

Bei den eigentlichen Aminen machte sich, wenn sehr viele Versuche nach- 
einander mit derselben Lésung ausgefiihrt wurden, auch eine kleine Vermin- 
derung der Tropfenzahl geltend. Die Ursache hierzu ist wohl teilweise in der 
Verfliichtigung des Amins, teilweise in der CO,-Absorption zu suchen. {n der- 
artigen Fallen wurde stets auch der urspriingliche Tropfenzahlwert abgeschatzt. 
Doch waren die Veranderungen immer nur sehr unansehnlich. Ernster konnte 
womdglich der Einwand sein, dass sich infolge der Fliichtigkeit einiger Basen 
keine richtige Gibbs’sche Oberflachenschicht an den Tropfen auszubilden ver- 
mochte, da die Versuche in offenem Gefass stattfanden. Doch scheint der 
Umstand, dass der Oberflachenspannungswert fiir eine 0.1-m Ammoniakl6sung 
(= 0.9960), der mit Hilfe der Ergebnisse von RICE (1928) berechnet werden 
kann, sogar groésser ist als der entsprechende Wert in der Tabelle 12, dafur zu 
sprechen, dass diese Fehlerquelle zu vernachlassigen ist. 


In Tabelle 12 sind die Resultate samtlicher Oberflachenspannungsmessun- 
gen zusammengestellt. Die Verbindungen sind darin nach abnehmender 
Oberflachenaktivitat geordnet. Desgleichen finden sich hier die mittleren 
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Teilungsverhaltniswerte fiir das System Ather/Wasser sowie die in den 
Versuchen mit Rhoeo und Tvadescantia bestimmten P-Werte der Basen 
nebst den Ordnungsbuchstaben aus den Versuchen mit Lemna. Dagegen 
wurden die im vorigen behandelten Nichtelektrolyte nicht mitaufgenommen, 
da es auf Grund der zur Verfiigung stehenden Werte mit Schwierigkeit ver- 
bunden sein diirfte, ihren Platz in der Oberflachenaktivitatsserie der Basen 
zu bestimmen (vgl. COLLANDER und BARLUND 1926, S. 10). 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die Oberflachenaktivitat der Basen 
im grossen und ganzen ihrer Atherléslichkeit parallel variiert. Hieraus 
folgt, dass, obwohl ein unverkennbarer Parallelismus zwischen Ober- 
flachenaktivitat und Permeiervermégen zu konstatieren ist, sich doch 
die gleichen Unstimmigkeiten, die zwischen Permeiervermégen und rela- 
tiver Atherléslichkeit vorhanden sind, auch geltend machen, wenn man 
das Permeiervermégen mit der Oberflachenaktivitat vergleicht, ja es hat sogar 
den Anschein, als waren die Widerspriiche im letzteren Falle noch schar- 
fer. So befinden sich beispielsweise Methylamin, Ammoniak und Hydrazin 
in der Oberflachenaktivitatsserie in noch ungiinstigerer Stellung als in der 
Teilungsverhaltnisserie. Ferner scheint die Oberflachenaktivitat des stark 
lipoidléslichen, im Verhaltnis zu ihr etwas zu langsam permeierenden Ceva- 
dins, Atropins und Brucins, speziell des Atropins und Brucins, relativ 
noch grésser zu sein als ihre Atherléslichkeit, so dass auch in bezug auf 
diese Verbindungen der Widerspruch noch mehr zu Tage tritt, wenn man 
Statt der Atherléslichkeit die Oberflachenaktivitat mit dem Permeierver- 
mogen vergleicht. 


V. Die wichtigsten Permeabilitatshypothesen im Lichte der 
dargelegten Tatsachen. 


Die geschilderten Tatsachen erméglichen jetzt in gewissem Masse eine 
Stellungnahme in der Frage, inwieweit die wichtigsten Permeabilitatshypo- . 
thesen fiir die Erklarung der Permeation der untersuchten schwachen Basen 
Geltung haben. 

Dass keine allgemeinen Beziehungen zwischen dem Molekularvolumen und 
dem Permeiervermégen der Basen erkennbar sind, beweist klar, dass die 
Ultrafilterhypothese RUHLAND’s jedenfalls nicht allein die beobachteten Er- 
scheinungen zu erklaren vermag. 

Angesichts des ausgesprochenen Parallelismus zwischen dem Permeier- 
vermogen einerseits und sowohl der Atherléslichkeit wie der Oberflachenaktivi- 
tat der Basen andererseits ist es wahrscheinlich, dass im Plasma der unter- 
-suchten lebenden Zellen entweder Stoffe vorhanden sind, deren Lésungs- 
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eigenschaften an die entsprechenden Eigenschaften von Ather erinnern oder 
aber, dass die Permeation von Oberflachenkraften beherrscht wird (even- 
tuell wirken auch beide Umstande zusammen). Im ersteren Fall gelangt man 
zu OvERtoN’s Lipoidhypothese, im letzteren dagegen zu der Adsorptions- 
hypothese. 

Irgendwelche direkte Beobachtungen dariiber, welcher von diesen beiden 
Hypothesen der Vorzug zu geben ist, hat die vorliegende Untersuchung nicht 
erbracht. Die Adsorptionshypothese verliert jedoch durch den Umstand an 
Wahrscheinlichkeit, dass das Permeieren von Stoffen durch alle bisher unter- 
suchten kiinstlichen lipoidfreien Membranen von der Oberflachenaktivitat 
der diffundierenden Stoffe nahezu unabhangig gewesen ist (vgl. COLLANDER 
1924—1927). 

Die Lipoidhypothese scheint also in dem Sinn, dass im Zellplasma ein 
seiner Lésungsfahigkeit nach dem Ather ahnlicher Stoff vorhanden ist, von 
den bisher genannten Permeabilitatshypothesen am besten die beobachteten 
Erscheinungen zu erklaren. Doch gilt der Parallelismus zwischen Permeier- 
vermogen und Atherléslichkeit nur mit mehreren ziemlich betrachtlichen Ab- 
weichungen (vgl. Tabelle 11, S. 83 und Fig.6 und7). Die Abweichungen hin- 
sichtlich der sehr grossen Molekiile kann man jedoch wohl auch — unter un- 
veranderter Aufrechterhaltung der Lipoidhypothese — auf ziemlich natiirliche 
Weise erklaren: Ihr Eindringen in die Zelle diirfte verhaltnismassig am meisten 
durch die Zellmembran verlangsamt werden, welche vielleicht gegeniitber dem 
Permeieren von Stoffen nicht so passiv ist, wie man friiher annahm (vgl. 
z. B. St1LEsS 1921—23). Ferner ist aller Wahrscheinlichkeit nach die Diffu- 
sibilitat der grossmolekularen Stoffe auch im Plasma selber (auf welcher 
Eigenschaft, nach der Lipoidhypothese, die Permeiergeschwindigkeit neben 
dem Teilungsverhaltnis beruht) verhaltnismassig gering, denn die bekannten 
Diffusionsgleichungen von EINSTEIN und SUTHERLAND setzen ja voraus, dass 
die Diffusionsgeschwindigkeit ganz allgemein (nicht nur in Wasser) dem Mole- 
kiilradius des diffundierenden Stoffes umgekehrt proportional sei. 

Die Abweichungen hinsichtlich der besonders kleinmolekularen Basen 
bleiben dagegen, wenn man sich nur an die urspriingliche Lipoidhypothese 
halt, ohne natiirliche Erklarung. Denn es ist nicht anzunehmen, dass die 
Membran, welche sogar die Riesenmolekiile des Cevadins passieren lasst, eine 
ausgepragte Siebwirkung gegeniiber so viel kleineren Molekiilen entfaltet. 
Ausserdem sind ja wenigstens innerhalb der untersuchten Basenauswahl keine 
Zeichen davon zu erkennen, dass etwa Verbindungen, deren MR, 15—25 
betragt, leichter permeieren wiirden_als solche, bei denen MR,, zwischen 25 und 
50 liegt. Vielmehr permeieren, wie aus F igur 6 und 7 ersichtlich, nur diejenigen 
Basen, deren MR, unterhalb etwa 15 liegt, deutlich schneller, als ihrer Ather- 
léslichkeit nach zu erwarten ware. Auch die gréssere Diffusibilitat kleiner 
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Molekiile diitfte nicht entfernt geniigen, um das im Vergleich zu ihrer Ather- 
léslichkeit entschieden viel zu grosse Permeiervermégen des Ammoniaks und 
des Hydrazins zu erklaren. 

Alle diese Umstande legen den Gedanken nahe, dass doch irgendein Filter- 
einfluss im Plasma neben der Lipoidléslichkeit in Frage kommen kénnte. 

Hine derartige Ansicht hat im Zusammenhang mit Permeabilitatsvor- 
gangen schon PFEFFER (1877) besonders klar entwickelt, indem er die Diffu- 
sion von Stoffen durch die von ihm studierten Niederschlagsmembranen auf- 
hellte. Von letzteren nahm Pfeffer an, dass sie sich aus Kolloidpartikeln 
(Tagmen) zusammensetzen, zwischen denen mit Wasser gefiillte Interstitien 
sind. Der Stoff kann nun entweder durch die Tagmen permeieren, indem er 
sich in sie auflést (oder sich chemisch mit ihnen verbindet), oder durch die 
dazwischen befindlichen Interstitien. Der letztgenannte Weg steht solchen 
sich nicht in den Tagmen lésenden Stoffen offen, deren Teilchen so klein 
sind, dass sie die Interstitien zu passieren vermégen. Dabei ist zu bemerken, 
dass die Membran diesen Stoffen gegentiber nicht ausschliesslich als mecha- 
nisches Molekiilsieb zu fungieren braucht, sondern auch die Adsorptionskrafte 
miissen in Erwagung gezogen werden. Sofern der permeierende Stoff negativ 
adsorbierbar ist, steht nach Pfeffer nur der von Adsorptionskraften freie mitt- 
lere ‘Teil der Interstitien zu seiner Verfiigung. (Liegt die ganze Offnung im Be- 
reich der Adsorptionskrafte, dann gelangt ein solcher Stoff gar nicht zum 
Permeieren, wenn atch seine Partikel sonst die Interstitien passieren k6nn- 
ten.) Negativ adsorbierten Stoffen gegeniiber fungiert die Membran mithin 
als ein dichteres Molekiilsieb als Stoffen gegeniiber, die nicht negativ adsorbiert 
werden, da ja den letztgenannten die ganze Interstitiendffnung zur Ver- 
fiigung steht. 

Spater ist die Struktur der Niederschlagsmembranen und auch vieler 
anderer kiinstlicher Membranen tatsachlich als ein der Pfeffer’schen Hypothe- 
se entsprechendes Kolloidgel festgestellt worden (vgl. MrcHarLis 1926), und 
die rein theoretisch darauf angewandte Permeabilitatserklarung hat dadurch 
eine Bestatigung gefunden. In den bisher auf ihre Permeabilitatseigenschaf- 
ten hin wuntersuchten ‘kiinstlichen Membranen (vgl. CoLLANDER, |. c.) 
bilden den Permeationsweg der Stoffe fast ausschliesslich die zwischen den 
Kolloidteilchen befindlichen, wassergefiillten Interstitien, und ihre Permea- 
bilitatseigenschaften weichen entschieden von den entsprechenden Eigen- 
schaften des lebenden Plasmas ab. Kiinstliche Lipoidmembranen sind nicht 
naher untersucht worden, so dass iiber ihre Permeabilitat nur Vermutungen 
ausgesprochen werden kénnen. Lipoidlésliche Stoffe lassen sie vermutlich 
durch, parallel mit deren Lipoidloslichkeit und Diffusibilitat im Lipoid selber, 
und falls sie ahnliche porése Kolloidgele sind wie die obenerwahnten Mem- 
branen, lassen sie sicher auch lipoidunlésliche Stoffe durch. 
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Ahnliche Anschauungen enthalt auch NATHANSOHN’s unter dem Namen 
»Mosaikhypothese» auftretende Hypothese von der Permeabilitat der lebenden 
Zelle, wenn auch in ziemlich unbestimmter Form. 

Pfeffer’s Ansicht ist auf die lebende Zelle prazis zum erstenmal von COLLAN- 
DER (1925, vgl. auch CoLLANDER und BARLUND 1926) angewandt worden, der 
damit den Grund zu einer Permeabilitatshypothese legte, die eine Kombina- 
tion der Lipoidléslichkeits- und der. Ultrafilterhypothese darstellt. ‘Um einen 
kurzen bequemen Namen fiir diese Auffassung von dem Permeabilitats- 
mechanismus der lebenden Zellen zu haben, mége dafiir der Name Lipozd- 
filterhypothese vorgeschlagen werden, wobei allerdings ausdriicklich zu be- 
tonen ist, dass dieser Name nicht ausdriicken soll, dass-die eigentlichen 


Porenwande des betreffenden Ultrafilters aus Lipoiden bestehen miissen. . 


(Die schénen Untersuchungen von Monp (1928) deuten ja im Gegenteil 
darauf hin, dass die Porenwande der Plasmahaut aus Eiweissstoffen beste- 
hen, wahrend der lipoide Anteil der Plasmahaut keine fiir die Permeation 
in Betracht kommenden Poren enthalt.) 

Das Protoplasma (nebst den Plasmahauten) ist der heutigen Auffassung 


nach ein kolloides System, dessén Struktur jedoch im Einzelnen unbekannt © 


ist. Jedenfalls scheint es sicher, dass eine Phase desselben Wasser ist, eine 
wiederum die komplizierten Plasmabestandteile, von denen also im Permeier- 
mechanismus, nach dem Obigen, die wichtigsten offenbar die Lipoide sind. 
Denkt man sich die Zusammensetzung des Plasmas so, dann kénnen also, 
sofern Pfeffer’s Gedankengang auf den Permeationsprozess anwendbar ist, die 
lipoidléslichen Stoffe fast unabhangig von der Grésse ihrer Teilchen durch 


das Plasma permeieren, parallel ihrem Teilungsverhaltnis im System Lipoid- ~ 


Wasser (die allerkleinsten lipoidléslichen Molekiile wohl auch rascher, als ihr 
Teilungsverhaltnis anzeigt, da sie sowohl den Wasser-, wie den Lipoidweg 
benutzen kénnen). Die Permeation lipoidunléslicher Stoffe hingegen wird 
durch ihre Teilchengrésse in der Lésung und durch die Porengrésse des betref- 
fenden Plasmas bestimmt, wobei auch die Adsorptionskrafte in Frage kommen 
k6nnen. , 

Die Lipoidfilterhypothese scheint nun tatsadchlich samtliche in der vor- 
liegenden Arbeit geschilderte Permeabilitaétserscheinungen zwanglos erklaren 
zu kénnen. Dies gilt insbesondere auch fiir das im Vergleich zu ihrer Ather- 
léslichkeit zu grosse Permeiervermégen der untersuchten extrem kleinmole- 
kularen Basen, namlich des Ammoniaks, Methylamins und Hydrazins, ebenso 
wie sie das rasche Permeieren des sehr wenig lipoidléslichen Wassers (vgl. 
OvERToN) und auch des Sauerstoffs (HARVEY 1922) erklart. Auch hat sie 
sich ja bei der Deutung der Ergebnisse einiger wahrend der allerletzten Zeit 
ausgefiihrten Permeabilitatsuntersuchungen als sehr fruchtbar erwiesen 
(Mond 1928 und BARLuND 1929). 
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Zum Schluss sei nochmals auf eine interessante Feststellung hingewie- 
sen, die schon vorhin beilaufig erwahnt wurde. Was Rhoeo discolor an- 
betrifft, ist der das Permeiervermégen vergréssernde Einfluss des kleinen 
Molekularvolumens in bezug auf Athylendiamin (MR, = 18.2—25.7) noch 
gar nicht merkbar, trotzdem er bei Hydrazin (MR, = 9.4—16.8) bereits sehr 
deutlich ist. Dies deutet offenbar darauf hin, dass der effektive Poren- 
durchmesser im Plasma von Rhoeo discolor ungefaéhr zwischen den Mole- 
kiildurchmesserwerten von Athylendiamin und MHydrazin liegt, ent- 
sprechend etwa dem Molekiildurchmesser eines Stoffes, dessen MR, anna- 
hernd 15 ist. Dieses Ergebnis stimmt unerwartet gut mit BARLUND’s (1929) 
Beobachtungen iiber die Permeabilitat der Epidermiszellen von Rhoeo fiir 


. Nichtelektrolyte iiberein und bestdtigt somit — da der letztere Forscher 


eine ganz andere Methode, namlich die plasmolytische, anwandte — in sehr 
willkommener Weise die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung, deren 


_ Methodik leider nicht so exakt ist, wie es wiinschenswert gewesen wire. ~- 


Nicht ohne Interesse ist es endlich, zu untersuchen, wieweit die Lipoid- 
filterhypothese mit den im geschichtlichen Teil dieser Arbeit erwahnten, 
mehr oder weniger qualitativen Ergebnissen friiherer Forscher iibereinstimmt. 
Es kommen dabei offenbar nur OVERTON’s, HARVEY’s und WERTHEIMER’S 
Ver6ffentlichungen in Frage. 

Nach OvERTON’s Ergebnissen waren Ljipoidléslichkeit und Permeierver- 
mdégen im allgemeinen fiir die untersuchten Basen parallel (Monoamine und 
Alkaloide permeieren rasch, Diamine langsam). Aber zum mindesten eine 
Base, welche trotz ihrer geringen Lipoidléslichkeit dennoch rasch permeiert, 
namlich Ammoniak, hat er untersucht. Uber ihr Permeiervermégen im Ver- 


’ gleich zu anderen Basen finden sich jedoch keine genauen Angaben in Over- 


ton’s Schriften, so dass es unbekannt bleibt, ob auch er bemerkt hat, dass das 
Ammoniak eine Ausnahme von seiner allgemeinen Permeationsregel bildet. 

Unter HAarveEy’s Ergebnissen liefern nur die Elodea-Versuche die deutliche 
Permeationsreihenfolge: NH, >CH,NH, > (CHs),NH, die offenbar vollkom- 
men zu der Lipoidfilterhypothese stimmt, aber vom Standpunkt der rei- 
nen Lipoidléslichkeitshypothese aus ganz unverstandlich sein wiirde. 

WERTHEIMER’s Ergebnis, dass die Permeationsreihenfolge hinsichtlich der 
Froschhaut NH,> Trimethylamin > Dimethylamin ist, scheint ebenfalls 
erst durch die Lipoidfilterhypothese eine befriedigende Erklarung zu finden, 

Man sieht also, dass die Ergebnisse der alteren Permeabilitatsuntersuchun- ° 
gen mit Stickstoffbasen — trotz ihrer Unbestimmtheit und Ungenauigkeit — 
doch auch ihrerseits eine gewisse Bestatigung fiir die Lipoidfilterhypothese 
zu erbringen scheinen. 
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Vi. Ausblicke. 


Es ist bereits mehrmals betont worden, dass die Auswahl der in der vor- 
liegenden Arbeit gepriiften Basen nicht so gross und mannigfaltig gewesen ist, 


— 


wie es wiinschenswert gewesen ware, um wirklich bindende theoretische ~ 


Schlussfolgerungen ziehen zu kénnen. Vor allem ware es wiinschenswert, 
erstens Untersuchungen mit Basen anzustellen, welche die zwischen Cadaverin 
und Diathylamin bestehende Liicke in der graphischen Darstellung Figur 6 
ausfiillen wiirden, sowie zweitens noch weitere ganz kleinmolekulare Basen zu 
-untersuchen, um die Ultrafilterwirkung des Plasmas an der Hand zahlreiche- 
rer Beispiele zu pritfen. (Hydroxylamin konnte mittels der hier angewandten 
Methode nicht gepriift werden, weil seine Dissoziationskonstante zu klein, 
etwa 10°", ist und weil es ausserdem auf Anthocyan entfarbend wirkt.) 

Es ist auch mehrfach hervorgehoben worden, dass die mit der angewandten 
kolorimetrischen Methode verkniipften grossen Fehlerquellen sie fiir quanti- 
tative Arbeiten weniger geeignet machen. Man kann sich deshalb mit gutem 
Grund fragen, ob keine Méglichkeiten bestehen, zur Untersuchung von schwa- 
chen Basen genauere Methoden anzuwenden. 

Eine Méglichkeit hierzu bieten offenbar die grossen Zellen von. Valonia 
und verschiedenen Characeen, welche eine viel genauere Bestimmung des 
ph-Wertes ihres Zellsaftes erlauben, als es etwa bei Rhoeo oder Tradescantia 
der Fall war. 

Eine zweite Méglichkeit zur Bestimmung der Permeabilitat schwacher 
Basen bietet die Niederschlagsmethode OvERtTON’s, die sich offenbar quanti- 
tativ weiter ausbilden lasst, — ob mit gutem Erfolg in der Praxis, dariiber 
kann man natiirlich nur durch Experimente Klarheit erlangen. Da das Be- 
rechnen der P-Werte wiederum als Hauptzweck der Versuche anzusehen ist, 
muss man zu ihrer Bestimmung das mittlere Diffusionsgefalle und die im 
Untersuchungsaugenblick in der Zelle befindliche Totalmenge der zu unter- 
suchenden Base kennen, Um ersteres zu erhalten, muss man die [BOH] in der 
Aussenlésung und dem Zellsaft im Untersuchungsaugenblick kennen. Dies wird 
moglich durch Bestimmen desjenigen kleinsten [BOH]-Wertes der Aussenlésung, 
welcher die Verhaltnisse des Untersuchungsaugenblicks im Zellinnern eben 
noch zustande bringen kann. Die intrazellulare Totalmenge lasst sich, wenn 
auf irgendeine Weise (z. B. mittels der Indikatormethode) das ph im Zellsaft 
im Untersuchungsaugenblick bestimmt worden ist, mit Hilfe der Dissozia- 
tionskonstante der Base, des genannten ph-Wertes sowie des vorher bestimm- 
ten intrazellularen [BOH]-Wertes berechnen. Die Totalkonzentration extrem 
schwacher Basen lasst sich jedoch bestimmen, ohne dass man das ph im Zellin- 
nern kennt, da solche (z. B. Coffein) bei allen ph-Werten, die bei dieser Art von 
Versuchen in Frage kommen, als _praktisch ganzlich undissoziiert anzusehen sind. 
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Fiir Farbstoffe — sofern sie schwache Elektrolyte sind, wie die meisten 
Basenfarben und von Saurefarben die Carbonsaéuren — eignen sich offenbar 
bei der Untersuchung ihres Permeiervermégens dieselben allgemeinen Grund- 
satze wie fiir die farblosen schwachen Elektrolyte. Die erste grundlegende 
_ Aufgabe ist, sich iiber das relative Permeiervermégen ihrer Ionen, verglichen 
mit demjenigen ihrer undissoziierten Molekiile, zu unterrichten, woriiber bisher 
nicht geniigend experimentelle Angaben vorliegen. Liegt die Sache nun so — 
wie es nach den Untersuchungen von z. B. HARVEY (1911), Mc CurcHEon und 
Lucker (1924), Irwin (1926 und 1928) der Fall zu sein scheint —, dass das 
Permeiervermégen der Ionen auch bei den Farbstoffen, die schwache Elek- 
trolyte sind,im Vergleich zum Permeiervermégen der undissoziierten Molekiile 
verschwindend klein ist, so sind die in dieser Schrift entwickelten Gesichts- 
punkte wohl ohne weiteres auf sie anwendbar. 


Zusammenfassung. 


In vorliegender Untersuchung wurden als lebende Objekte die Epidermis- 
zellen der Blattunterseite von Rhoeo (Tradescantia) discolor, Staubfadenhaare 
von Tvradescantia virginica und Wurzeln von Lemna minor, als permeierende 
Stoffe farblose, schwache Stickstoffbasen benutzt. Als Kriterium des Kindrin- 
gens der Basen diente der Farbenumschlag des Anthocyans bzw. bei Lemna 
‘die Entfarbung der vorher mit Neutralrot gefarbten Zellen. 

Als méglichst genaues und allgemein giiltiges Mass des Permeiervermégens 
der Basen wurde die mit P bezeichnete Permeationskonstante benutzt, deren 
Wert sich berechnen lasst aus der approximativen Formel 


x 4 
fmt tl, Diff.-Gefalle’ 


worin x die in der Zeit t in die Zelle eingedrungene. Basenmenge bezeichnet. 

- Beim Berechnen der Grosse des Diffusionsgefalles ist nur die Konzentra- 
tion der undissoziierten Basenmolekiile in der Aussenlésung und im Zellsaft 
zu beriicksichtigen, da es sich zeigt, dass die Basenkationen nicht merkbar 
zusammen mit OH’-Ionen in die Zellen eindringen. 

Das Eindringen der undissoziierten Basenmolekiile scheint ungefahr in 

-Ubereinstimmung mit dem Fick’schen Diffusionsgesetz vor sich zu gehen. 

Es wurde der Parallelismus zwischen dem Permeiervermégen der Basen 
und einigen physikochemischen Eigenschaften derselben untersucht. Irgend- 
ein ausgesprochener Parallelismus zwischen dem Permeiervermégen einer- 
seits und der Teilchengrésse der Basen in wasseriger Lésung andererseits war 
nicht zu bemerken. So erwiesen sich z. B. in Ubereinstimmung mit OVERTON’s 
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Angaben die Alkaloide als relativ schnell permeierend. Ein unverkennbarer 
Parallelismus bestand dagegen zwischen dem Permeiervermégen einerseits 
und der Oberflachenaktivitat und in noch héherem Grade der relativen Ather- 
loslichkeit andererseits. (Die Beziehungen zwischen P-Wert, Atherléslichkeit 
und Molekulargrésse sind in den Figuren auf S. 84 iibersichtlich dargestellt.) 
Die letztgenannte Tatsache weist auf die Anwendbarkeit der Lipoidhypothese 
als Erklarung der beobachteten Permeationserscheinungen hin. 

Ausnahmen von dem beobachteten Parallelismus zwischen Permeierver- 
mogen und Atherléslichkeit bilden einerseits die sehr grossmolekularen Al- 
kaloide, die etwas zu langsam permeieren. Diese Ausnahme kann wohl 
in ungezwungener Weise aus dem diffusionshemmenden Einfluss der 
Zellmembran und der ‘geringen Diffusibilitat der genannten Basen in den 
mutmasslichen Plasmalipoiden erklart werden. 

Andererseits permeieren die extrem kleinmolekularen Basen (Ammoniak, 
Methylamin und Hydrazin) betrachtlich schneller als auf Grund des allge- 
meinen Parallelismus zwischen Atherléslichkeit und Permeiervermégen 
anzunehmen ware. Zur Aufklarung der letzteren Ausnahme geniigt allem 
Anschein nach die urspriingliche Lipoidléslichkeitshypothese OVERTON’s nicht 
allein, Dagegen scheint eine Kombination der Lipoidhypothese und der 
Ultrafilterhypothese alle beobachteten Erscheinungen in natiirlichster Weise 
zu erklaren. 

Nebenbei wurde eine grob approximative Bestimmung des P-Wertes der 
Kohlensaure ausgefiihrt. Danach permeiert die Kohlensaure, bzw. das Kohlen- 
dioxyd, etwa ebenso leicht oder ein wenig schwerer als Ammoniak in die 
Epidermiszellen von Rhoeo. 


Die vorliegende Arbeit: wurde im Botanischen Institut der Universitat 
Helsinki ausgefiihrt, dessen friiheren und jetzigen Vorstanden, Herrn Pro- 
fessor Dr. FREDR. ELFvING und Herrn Professor Dr. K. Linxoua, der Verfasser 
seinen ergebensten Dank ausspricht. Ebenso dankt der Verf. Herrn Dozen- 
ten Dr. RunAaR COLLANDER, der die Untersuchung angeregt hat, fiir seine 
stete Hilfsbereitschaft und seine Kritik wahrend der Arbeit. 
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Die vorliegende Arbeit wurde wahrend der Jahre 1924—1928 im Bota- 
nischen Institut der Universitat Helsinki ausgefiihrt, dessen fritheren und 
jetzigen Vorstanden, Herrn Professor Dr. FrEDR. ELFvinc und Herrn Pro- 
fessor Dr. K. Linxo1a, ich meinen ergebensten Dank ausspreche. Von Herrn 
Dozenten Dr. WiDAR BRENNER habe ich im Anfang meiner experimentellen 
Arbeit einige wertvolle Ratschlage erhalten und bin ihm dafiir aufrichtig 
dankbar. Vor allem danke ich aber Herrn Dozenten Dr. RUNAR COLLANDER, 
der meine Untersuchung angeregt und geleitet hat, fiir vielfache Unter- 
stiittzung und Kritik wahrend der Arbeit. 

Helsinki, Botanisches Institut der Universitat, in December 1928. 


Der Verfasser. 


|. Einleitung. 


Seit einigen Jahren befindet sich die Forschung hinsichtlich der Proto- 
plasmapermeabilitat in einer eigentiimlichen Lage. Bekanntlich haben die von 
OvERTON Ende des letzten Jahrhunderts ausgefiihrten Untersuchungen (46— 
48)1) den Grund zu verhaltnismassig lange herrschend gewesenen Anschauungen 
auf diesem Gebiet der Wissenschaft gelegt. OVERTON hat jedoch seine Permea- 
bilitatsresultate zum grdéssten Teil in sehr unvollstandiger Form ver6ffentlicht. 
Besonders seine frithesten Untersuchungen legt er in Form von mehr allgemei- 
nen, vortragsartigen Mitteilungen vor. Als ihren schwachsten Punkt muss 
man wohl die Unvollstandigkeit im Erklaren der angewandten Methodik und 
in der Schilderung der Objekte betrachten, sowie den vollkommenen Mangel 
an zahlenmassigen Belegen fiir die aufgestellten allgemeinen Gesetzmassig- 
keiten. Nur zum Teil hat er diese Liicke in seiner Schrift vom Jahre 1902 
(51): »Beitrage zur allgemeinen Muskel- und Nervenphysiologiey nachtrag- 
lich ausgefiillt. Besonders in bezug auf Pflanzenobjekte hat OvVERTON auch 
spater nicht die direkten Versuchsergebnisse beigebracht, auf die er seine 
bekannte Lipoidtheorie (46—53) griindete. 

Dieser — seiner ganzen Grundlage nach unsichere — Stand der Permea- 
bilitatsforschung ist auf die Dauer immer unhaltbarer geworden, zumal man 
angefangen hat, in den letzten Jahren auch die experimentellen Ergebnisse 
der OVERTON’schen Arbeiten anzuzweifeln. Es liegt auf der Hand, dass unter 
diesen Umstanden allmahlich eine griindliche Nachpriifung seiner Forschungen 
immer wiinschenswerter erscheinen musste. 

Hinige Zeit nach Beginn meiner eigenen Arbeiten erwies sich eine solche 
Nachpriifung der OVERTON’schen Versuchsergebnisse als schlechterdings unum- 
ganglich. Im Jahre 1925 erschien namlich die von RUHLAND und HOFFMANN 
mit Beggiatoa mirabilis ausgefithrte Permeabilitatsuntersuchung (70). Diese 
Forscher kamen zu dem Ergebnis, dass das Protoplasma besagter Bakterie 
sich gegeniiber 51 untersuchten, verschiedenartigen organischen Verbindun- 
gen wie ein Ultrafilter verhalt. Unter diesen Umstanden wiirde also fir die 
Permeiergeschwindigkeit der untersuchten Verbindungen in die erwahnten 


1) Die Ziffern weisen auf die im Literaturverzeichnis aufgefiithrten Werke hin. 
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Bakterienzellen gar nicht die Lipoidléslichkeit, sondern ausschliesslich die 
Grosse ihrer Molekularvolumina massgebend sein. Auf Grund dieses wichtigen 
Ergebnisses und RuHLAND’s friiherer Forschungen (58—69) sind RUHLAND 
und HorrMann geneigt, die Ultrafiltertheorie dahin zu verallgemeinern, dass 
sie auch auf andere Zellen des Pflanzenreiches anwendbar ware, aber sie geben 
gleichzeitig zu, dass hinreichende Beweise in diesem Punkte noch fehlen. — 
Hinsichtlich dieser Ergebnisse von RUHLAND und HoFrrMaNN stellt sich jedoch 
z. B. H6BER (21) auf einen ablehnenden Standpunkt. 

In seiner Verdffentlichung von 1925 weist CoLLANDER (6) auf Grund frii- 
herer Forschungen und gewisser eigener Beobachtungen auf die Méglichkeit 
hin, dass die Plasmahaut wahrend des Permeierens verschiedener Verbindun- 
gen sowohl eine Lipoidmembran wie zugleich auch einen Ultrafilter darstellt. 
Besonders das rasche Permeieren des lipoidunléslichen Wassers lasst ihn — 
wie auch schon friihere Forscher — bezweifeln, dass sich die Plasmahaut den 
permeierenden Verbindungen gegeniiber wie cine reine, einheitliche Lipoid- 
membran verhalt. Ferner teilt er mit, dass er bei der Untersuchung des Per- 
meierens verschiedener Amide festgestellt hat, dass Formamid durch die 
Epidermiszellen von Rhoeo discolor rascher permeiert als das lipoidléslichere 
Acetamid, wahrend die folgenden Glieder dieser homologen Reihe mit zuneh- 
mender Molekulargrésse und wachsender Lipoidléslichkeit immer leichter 
permeieren, — eine Beobachtung, die auch dazu angetan ist, seine Hypothese 
von der Beschaffenheit der Plasmahaute, zugleich als Ultrafilter und Lipoid- 
membran, zu bestatigen. 

Um die Richtigkeit dieser und der vielen anderen Permeabilitatshypothe- 
sen priifen zu kénnen, bedarf es vor allem eines viel grésseren quantitativen . 
Tatsachenmaterials hinsichtlich der Protoplasmapermeabilitat, als der For- 
schung jetzt zur Verfiigung steht. 

Neue derartige Tatsachen herbeizuschaffen, ist der Hauptzweck der vor- 
liegenden Arbeit, deren wichtigste Ergebnisse zum Teil schon in einer vorlau- 
figen Mitteilung (9) veréffentlicht worden sind. 

Eine eingehende Analyse des jetzigen Standes der Permeabilitatsfor- 
schung scheint hier nicht nétig zu sein; es sei in dieser Hinsicht auf die zusam- 
menfassenden Darstellungen von StiEs (73), Jacoss (27) und HéneEr (21 u. 
22) verwiesen. 
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Il. Plasmolyseversuche. 


A. Die bei den Plasmolyseversuchen angewandte Methodik. 


1. Das Objekt. 


Da zur Ausfiihrung dieser Untersuchung, — wie aus dem folgenden her- 
vorgeht —, von den zu Gebote stehenden Methoden das sogenannte grenz- 
plasmolytische Verfahren gewahlt wurde, so war bei Beginn meiner Arbeit 
genau zu erwagen, mittels welcher Pflanzenobjekte ich wohl die genauesten 
Ergebnisse erzielen kénnte. Das grenzplasmolytische Verfahren stellt an 
das angewandte Objekt Anforderungen, von denen meines Erachtens fol- 
gende die wichtigsten sind: 

1) Die Zellen des Objektes miissen sich wahrend der Dauer des Versuchs 
in der wasserigen Ldsung der zu untersuchenden Verbindungen unbeschadigt 
erhalten. 

2) Bei der mikroskopischen Untersuchung der Zellen des Untersuchungs- 
objektes muss auch schon eine schwache Plasmolyse hinreichend leicht und 
sicher wahrnehmbar sein. 

3) Der osmotische Wert der zu priifenden verschiedenen Zellen des Unter- 
suchungsobjektes muss méglichst weitgehend gleich gross sein. 3 

Es ist klar, dass, abgesehen von diesen Hauptforderungen, die Tauglich- 
keit des verwendeten Objekts auch noch auf manche andere Umstande hin 
beurteilt werden muss. So bemerkt z. B. STILEs (73, S. 96), dass die Erklarung 
der mit der Plasmolyse verkniipften osmotischen Erscheinungen sich sehr 
viel einfacher gestaltet und die aus ihr gezogenen Schlussfolgerungen sicherer 
sind, falls die Membran der zu untersuchenden Pflanzenzelle diinn (also wohl 
leicht permeabel) und das Protoplasmavolumen im Vergleich zum Zellsaft- 
volumen méglichst klein ist. 

Die Epidermiszellen der Mittelrippe der Blattunterseite von Rhoeo (Trades- 
cantia) discolor scheinen die oben erwahnten Forderungen besonders gut zu 
erfiillen. Schon DE VRIES gibt an (84), dass gewisse Teile seiner sog. Indikator- 
pflanzen sich sehr gut fiir plasmolytische Untersuchungen eignen, und erwahnt 
als einen von diesen eben die Epidermiszellen von Rhoeo discolor. Bei der 
Ausfithrung seiner sehr sorgfaltigen plasmolytischen Untersuchungen kommt 
auch Firtinc zu dem Ergebnis (15, S. 9), dass die Rhoeo-Zellen sich besonders 
eut fiir die in Frage stehende Untersuchungsmethode eignen. Die Ergebnisse, 
die ich selber im Laufe von iiber vier Jahren unter ausschliesslicher Benutzung 
dieser Pflanze zu meinen Untersuchungen gewonnen habe, sind in der erwahn- 
ten Hinsicht dusserst giinstig. 

Ich méchte nun gleich zu Anfang betonen, dass ich -wahrend meiner gan- 
zen Arbeit die erste Forderung, namlich die Zellen des angewandten Objekts 
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in unbeschadigter Verfassung zu erhalten, fiir die allerwichtigste gehalten 
habe. Die chemischen Verbindungen, die ich unter diesen Unistanden zur 
Untersuchung fiir gut befunden hatte, haben nach meinen Beobachtungen 
in den angewandten Konzentrationen wahrend des Versuchs die Rhoeo- 
Zellen nicht getétet, ja nicht einmal beschadigt. 

Der anthozyanhaltige, violettgefarbte Zellsaft der Rhoeo-Zellen lasst 
schon eine sehr schwache Plasmolyse in diesen Zellen beim Eindringen 
der farblosen Aussenlésung zwischen Membran und Protoplasma leicht 
erkennen. 

Was nun die dritte Forderung betrifft, die ich fiir das von mir gewahlte 
Objekt aufstellte, sind bereits Frrrmc’s Untersuchungen (15, S. 9) tiber die 
Schwankungen des osmotischen Wertes der Rhoeo-Zellen dazu angetan, die 
Tauglichkeit dieser Pflanze fiir die fragliche Untersuchung zu erweisen. Zu 
beachten ist jedoch, dass Frrrine’s diesbeziigliche Ergebnisse zugleich ganz 
klar beweisen, dass der osmotische Wert der Rhoeo-Zellen immerhin in vielen 
Fallen recht merklich schwankt, zumal wenn man im Blatt weit voneinander 
gelegene Zellen miteinander vergleicht. Deshalb habe ich nach Méglich- 
keit versucht, bei meinen Untersuchungen solche Schnitte zu benutzen, die 
nahe beieinander an einer bestimmten Stelle des Blattes liegen. Aus der im 
folgenden Abschnitt geschilderten Herstellungsart der Schnitte geht dies klar 
hervor. Ferner ist die Beobachtung von Wichtigkeit, dass die in einem be- 
stimmten Schnitt befindlichen Zellen sehr selten in den der Blattlangsrich- 
tung folgenden, verschiedenen Enden des Schnittes in verschieden starkem 
Grad plasmolysiert werden. — Wie Firrinc bemerkt (15, S. 10), kann man 
jedoch mitunter, besonders bei Anwendung von Ausserst kleinen Konzentra- 
tionsunterschieden beobachten, dass ein bestimmter Schnitt starker plasmo- 
lysiert wird als der Schnitt der nachstfolgenden héheren Konzentration der 
Lésungsreihe. Solche Unregelmassigkeiten erschweren eine wirklich genaue 
Bestimmung der plasmolysierenden Grenzkonzentration, bzw. machen sie ganz 
unméglich. Daher sind alle Versuchsreihen, in denen derartige Unregelmassig- 
keiten wahrnehmbar sind, zu verwerfen. Von denjenigen meiner Beobach- 
tungsreihen, die als missgliickt gar nicht weiter in Betracht gezogen wurden, 
gehort ein grosser Teil gerade zu diesen. 

In bedeutendem Grade besitzen die Epidermiszellen von Rhoeo auch jene 
Kigenschaften eines zum Studium der Plamolyse geeigneten, guten Objek- 
tes, die schon weiter oben, als von STILEs ausdriicklich betont, erwahnt wur- 
den. Ist doch das Zytoplasma der betreffenden Zellen seinem Volumen nach 
im Vergleich zum Zellsaft so klein, dass es z. B. bei 350-facher Vergrésserung 
oft tiberhaupt kaum erkennbar ist. Die Innenwande der Epidermiszellen von 
Rhoeo sind verhaltnismassig diinn und wohl leicht permeabel, und gerade durch 
diese Innenwande dringen ja — bei der Undurchlassigkeit der Kutikula — 
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die untersuchten Verbindungen aus der Aussenlésung in die Epidermiszellen 
hinein und ebenso aus ihnen heraus. 

Ich will natiirlich nicht behaupten, dass sich nicht auch ein anderes pflanz- 
liches Objekt finden liesse, das sich fiir grenzplasmolytische Versuche ebenso 
gut oder méglicherweise sogar noch besser eignen wiirde als die von mir ge- 
wahlten Rhoeco-Zellen. Doch glaube ich, dass die Genauigkeit meiner mit 
Rhoeo-Zellen gewonnenen Ergebnisse so gross ist, wie man sie wohl mit den 
meisten anderen, in der Permeabilitatsliteratur erwahnten pflanzlichen Objek- 
ten auf plasmolytischem Wege iiberhaupt nicht erzielen kann. 

Die Ergebnisse, die ich, nachdem ich mit jenen Zellen gearbeitet habe, 
im folgenden mitteile, kénnen natiirlich nicht ohne weiteres allgemeine Giiltig- 
keit beanspruchen. Da sich jedoch meine Rhoeo-Untersuchungen sehr um- 
fangreich und an sich auch vielseitig gestalteten, habe ich mich auf ein még- 
lichst griindliches Studium der Permeabilitat nur dieses Objektes beschrankt. 

Die von mir benutzten Rhoeo-Pflanzen waren Stecklinge von Exemplaren, 
die Prof. Hans Frrrmc im Botanischen Institut der Universitat Bonn fiir 
seine eigenen plasmolytischen Forschungen benutzt hat. Freundlicherweise 
trat er mehrere von diesen seinen Pflanzen an das hiesige Botanische Institut 
ab. 


2. Die Herstellung der Schnitte und thre Behandlung vor den eigentlichen Ver- 
suchen. 


Aus den in dieser Arbeit an spaterer Stelle beschriebenen vergleichenden 
Plasmolyseversuchen ergibt sich, dass dieselben auf die Weise angeordnet 
waren, dass zwei chemische Verbindungen immer glezchzettig untersucht wur- 
den. Fiir jeden solchen Doppelversuch wurden stets aus nur einem bestimm- 
ten Rhoeo-Blatt gemachte Schnitte benutzt. 

Zur Herstellung der Schnitte verwandte ich nur tadellos gesund aussehende 
Blatter mittleren Alters. Ihre Lange betrug ca. 20—30 cm und ihre Breite 
ca. 3.5—-4.5 cm. 


Wenn ich aus dem abgeschnittenen Blatt die fiir die Versuche ndtigen 
Schnitte machte, trennte ich mit einem Messer zuerst einen ca. 5—7 cm lan- 
gen Basalteil ab, den ich gar nicht benutzte. Die Schnitte machte ich aus 
demjenigen ca. 5 cm langen Teil der Mittelrippe, welcher der so iibriggeblie- 
benen Blattbasis am ndchsten ist. Die Rippe ist an dieser Stelle an grossen 
Blattern relativ gleichmassig ca. 2.5—3.5 mm breit und wird erst naher bei 
der Blattspitze deutlich schmaler. Mit einem gewdéhnlichen, scharfen Rasier- 
messer spaltete ich nun das oberflachlich gelegene Gewebe der Mittelrippe 
zunichst durch einen an der Mitte der Rippe entlang laufenden, ca. 1 mm 
tiefen Einschnitt entzwei, ohne dabei jedoch das ganze Blatt an dieser Stelle 
in zwei getrennte Halften zu schneiden. Hierauf machte ich, in ca. 3—4 mm 
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Entfernung voneinander, quergerichtete, wiederum ca. 1 mm tiefe Einschnitte, 
die die Teile des Rippengewebes, welche sich auf beiden Seiten des die Mitte 
der Mittelrippe entlanglaufenden Langsschnittes befinden, in ziemlich gleich 
grosse, rechteckige Felder teilen. Dann léste ich die entstehenden Stiicke 
durch einen letzten Schnitt, den ich in der Langsrichtung der Mittelrippe machte, 
vollstandig vom Blatte ab, so dass die Schnittflache nun ziemlich parallel 
mit der Blattflache war. Wenn die Mittelrippe nicht iiber die Blattunter- 
seite hinausragt, was jedoch selten der Fall ist, so ist es gut, die Blatt- 
rander ein wenig zuriickzubiegen, wenn man diesen letzten Schnitt macht. 
Bei diesem Verfahren bilden die Schnitte etwa 1.5—2 mm breite, recht- 
eckige Plattchen. Von dem 5 cm langen Rippenteil kann man auf diese Weise 
ungefahr 30—40 solche herstellen. 

Wie im folgenden erlautert werden wird, priifte ich, als ich die Perme- 
abilitatsbestimmungen vornahm, nur diejenigen Epidermiszellen der Schnitte, 
die genau in der Mitte der Mittelrippe lagen, also die auf dem Rippenmittel- 
teil gelegene Langsseite der rechteckigen Schnitte. Es war daher wichtig, 
dass die Schnitte besonders an dieser Stelle die fiir den auszufiihrenden Ver- 
such geeignete Dicke besassen. — Bei Experimenten mit die Zellen bescha- 
digenden chemischen Verbindungen machte ich sehr bald die Beobachtung, dass 
gerade die an den Schnittrandern befindlichen Zellen recht oft zuerst beschadigt 
werden. Auch zeigte es sich, dass die Zellen von relativ dicken Schnitten schad- 
liche Verbindungen langer ertragen als diejenigen von ganz diinnen.!) Ich habe 
daher versucht, das obengeschilderte definitive Lostrennen der Schnitte vom 
Blatt so auszufiihren, dass die an die Mediane des Nerven grenzende Seite der 
Schnitte ca. 1/4 mm dick wurde. Die entgegengesetzte Seite der Schnitte 
wurde zwar ganz diinn, aber diese Seite wurde bei den Versuchen niemals gepriift. 

Bei der Ausfiihrung der vergleichenden Versuche habe ich meistens drei 
verschiedene Lésungsreihen benutzt (vgl. weiter unten). Fiir diese verschie- 
denen Reihen wurden stets solche Schnitte angewandt, die im Blatt in fortlau- 
fender Reihe nebeneinander liegen. Die Schnitte kamen dabei nacheinander 
in derselben Reihenfolge, in der sie im Blatt gewesen waren, in die Lé- 
sungsreihen. Damit bei der Verwendung verschiedener Lésungsreihen nicht 
etwa eine Verwechslung der Schnitte Anlass zu leidigen Irrtiimern gabe, habe 
ich auch sehr oft die in verschiedenen Lésungsreihen zu untersuchenden Schnitte 
ihrer Form nach verschieden gestaltet, die einen rechteckig, die anderen 
in Form eines schiefwinkligen Parallelogramms. 

Gleich nach Fertigstellung der Schnitte legte ich sie in kleine, mit Lei- 
tungswasser gefiillte Glasgefisse. Dann liess ich sie gewohnlich bis zum nach- 


1) Es ist merkwiirdig, dass LEPESCHKIN diesen Umstand gar nicht in 
Betracht zieht, wenn er mit dem Mikrotom so diinne Schnitte von dem 
Blattpolster der Leguminosen anfertigt, dass darin nur eine einzige Zellschicht 
yollkkommen unverletzter Zellen vorhanden ist (33, S. 234). Mit diesen sei- 
nen Schnitten hat er dann die Permeabilitat der betreffenden Zellen und die 
aus ihnen erfolgenden Exosmoseprozesse untersucht! Ich kann mich nach 
meinen eigenen Erfahrungen nicht der Vermutung erwehren, dass LEPESCH- 
KIN, als er seine Schnitte médglichst diinn machte, um leichter genaue Beob- 
achtungen anstellen zu kénnen, mit Zellen gearbeitet hat, die sich nicht wih- 
rend der ganzen Versuchszeit ganz normal erhalten haben. 
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sten Morgen, d.h. ca. 16—20 St., im Leitungswasser. FITTING hat bei Rhoeo- 
Zellen besonders genau die aus ihnen wahrend der Wasserungszeit der Schnitte 
erfolgende Exosmose gepriift. Auf Grund dieser Arbeiten empfiehlt er, die 
Schnitte vor besonders genauen Versuchen mindestens ca. 4—6 Stunden zu 
wassern, da die hauptsdchliche Exosmose der Zellsaftstoffe nach seinen Be- 
obachtungen etwa wahrend vier Stunden stattfindet (z.B. 15, S. 10—13). 
Kine mehrstiindige Wasserung der Rhoeo-Schnitte vor den eigentlichen plas- 
molytischen Versuchen halte auch ich fiir empfehlenswert. Spater werde ich 
den Nachweis erbringen, dass bei diesem Verfahren aus den vorher gewas- 
serten Schnitten wahrend der Versuche keine nennenswerte Exosmose von 
Zellsaftstoffen mehr stattfand, — ein Umstand, der als dusserst wichtig anzu- 
sehen ist. 

Hier mag beilaufig bemerkt werden, dass ich nie auch nur entfernt eine 
solche Exosmose, wie sie von ILJIN (25) beschrieben wird, beobachtet habe. 
Auf Grund meiner Erfahrung kommen mir seine Beobachtungen an Rhoeo 
vollkommen unbegreiflich vor. 


3. Die gepruften chemischen Verbindungen und thre Reinigung. 


Bei der Auswahl der fiir die geplanten plasmolytischen Untersuchungen 
anzuwendenden chemischen Verbindungen beriicksichtigte ich vor allem fol- 
gende Eigenschaften derselben: 

1) Plasmolytisch zu priifende Verbindungen diirfen wahrend der Ver- 
suchszeit die Zellen nicht beschadigen. 

2) Um der angewandten Methodik gemass fiir die Versuche geeignet zu sein, 
miissen sie sich in hinreichend hohem Grade in Wasser lésen. 

3) Um auf Grund der erzielten Ergebnisse méglichst gut begriindete 
Schlussfolgerungen betreffs der Protoplasmapermeabilitat ziehen zu kénnen, 
miissen Molekulargrésse und Lipoidléslichkeit der zu priifenden Verbindungen 
mdglichst weitgehend variieren. 

4) In Anbetracht der Kompliziertheit der Permeabilitatserscheinungen 
wurden zur Priifung nur undissoziierte Verbindungen gewahlt. 

Es folgt hier ein Verzeichnis der Verbindungen, die ich, in Erwagung obiger 
Umstande, fiir meine Untersuchungen benutzt und mit denen ich meines 
Erachtens annehmbare Resultate erzielt habe. Die 38 angewandten Verbin- 
dungen sind: Saccharose, Laktose, Maltose, Glukose, Methylglukosid, Ara- 
binose, Mannit, Erythrit, Salicin, Arbutin, Harnstoff, Schwefelharnstoff, 
Methylharnstoff, Dimethylharnstoff (asymm.), Diathylharnstoff (asymm.), 
Glycerin, Monacetin, Diacetin, e-Monochlorhydrin, o-Glycerinmonoathyl- 
ather, Dicyandiamid, Succinimid, Malonamid, Laktamid, Formamid, Acet- 
amid, Propionamid, n-Butyramid, i-Valeramid, Athylenglykol, Pinakon- 
hydrat, Antipyrin, Trimethylcitrat, Triathylcitrat, Methylurethan, Athyl- 
urethan, Methylalkohol und Athylalkohol. Die das Permeieren aller dieser 
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Verbindungen illustrierenden Ergebnisse werden im folgenden dargelegt wer- 
den. Mit einigen anderen Verbindungen habe ich dagegen keine befriedigenden 
Resultate erzielt, da sie zu giftig auf die Zellen wirkten. Solche sind Triacetin, 
Furfurol, Monobutyrin, Resorcin, i-Butylurethan, Wasserstoffsuperoxyd und 
Cyanwasserstoff. 


Von diesen angefiihrten, gepriiften Verbindungen waren alle ausser Athyl- 
alkohol und Saccharose von Kahlbaum bezogene Praparate. Alle habe ich 
jedoch nicht so, wie sie geliefert wurden, anwenden konnen, sondern einige 
davon mussten gereinigt werden. 

Durch Umkristallisieren aus Ather habe ich Acetamid, Propionamid, n- 
Butyramid, i-Valeramid, Trimethylcitrat, Dimethylharnstoff und Diathyl- 
harnstoff gereinigt. Den Schwefelharnstoff habe ich aus destilliertem Wasser 
umkristallisiert. Zur Reinigung des Formamids wandte ich die von WIL- 
STATTER und WIRTH (86, S. 1911) angegebene Methode der Vakuumdestilla- 
tion an. Nachdem ich mittels Schmelzpunktbestimmung oder in anderer 
Weise festgestellt hatte, dass die so gereinigten Verbindungen rein und ihre 
wasserigen Lésungen von neutraler Reaktion gegen Lackmus waren, fiithrte 
ich mit ihnen unmittelbar die plasmolytischen Untersuchungen aus. (Be- 
sonders Formamid erwies sich als wenig haltbar.) Auch fiir die spater aus- 
gefiihrten Oberflachenaktivitats- und Atherléslichkeitsbestimmungen habe ich 
diese Verbindungen von neuem gereinigt. 

Der von mir benutzte Athylalkohol ist ein Produkt der staatlichen Alko- 
holfabrik. Die Saccharose wiederum, die ich fiir meine Untersuchungen be- 
zog, war grosskérniger, zu Bienennahrung bestimmter. nicht geblauter Zuk- 
ker. Dieser enthielt regelmdssig in Wasser unldsliche Bestandteile. Mit Hilfe 
eines feinen Haarsiebes sonderte ich die reinen Zuckerkérner von Fremd- 
kérpern. Beim Vergleichen der Wirkung dieses Zuckers und des Kahlbaum’- 
schen reinen »Saccharose»-Praparats auf die Zellen von Rhoeo konnte ich deut- 
lich wahrnehmen, dass die Zellen den gereinigten »Bienenzucker» besser ver- 
trugen. 

Bei meinen Untersuchungen habe ich meines Wissens nur zwei deutlich 
unreine Verbindungen benutzt, naémlich Monacetin und Diacetin. Beide wa- 
ren sauer, besonders die erstere. Fiir die Plasmolyseversuche verwandte ich 
als Maximalkonzentration von Monacetin 0.5-molare und von Diacetin 0.2- 
molare Lésung. Diese starksten von mir angewandten Acetinlésungen zeigten 
sich in bezug auf freie Saure, die erstere 0.00125-normal, die letztere 0.00006- 
normal. Da meine mit diesen Lésungen erzielten Resultate vielleicht wegen 
des Sauregehaltes in Frage gestellt werden kénnten, fiihrte ich die Versuche 
mit diesen Verbindungen auch vergleichshalber so aus, dass ich der Acetin- 
lésung ein wenig Kalciumkarbonat zwecks Neutralisierung der Saure zu- 
setzte. Die auf diese Weise bestimmten Permeiergeschwindigkeiten der bei- 
den Acetine erwiesen sich als fast ganz iibereinstimmend mit den Geschwin- 
digkeiten, die ich beim Priifen dieser Ester ohne CaCO, erhielt. So habe ich 
auch den plasmolytischen Acetinversuchen volle Beweiskraft zugeschrieben, 
zumal da die unter Zusatz von CaCO, gepriiften Schnitte sich in den angewandten 


Monacetin- und Diacetinlésungen bis zum folgenden “Tag gesund erhielten 
(etwa 20 St.). 
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Hs fragt sich nun noch, ob eventuell wahrend der Versuche irgendwelche 
Reaktionen zwischen den verschiedenen Verbindungen und dem als Lésungs- 
mittel benutzten Wasser stattfinden kénnen. Schon der chemisch indifferente 
Charakter der meisten gepriiften Verbindungen macht die Moglichkeit, dass 
solche stérende Reaktionen eintreten kénnten, wenig wahrscheinlich. Da 
die gepriiften Ester und Amide in dieser Hinsicht am empfindlichsten sind, 
wollen wir sie im folgenden besonders betrachten. 

Was zunachst die Verseifung der gepriiften Ester im Leitungswasser wih- 
rend der Versuche betrifft, habe ich zur Klarung dieses Umstandes mehrere 
einfache Bestimmungen ausgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass Lésungen 
von Trimethylcitrat, Triathylcitrat und Monochlorhydrin (alle 0.10 GM) inner- 
halb von 24 Stunden bei 18° C fast gar nicht sauer geworden waren (mit 0.01- 
norm. NaOH titriert). Betreffs der Diacetin- und der Monacetinlésung, die 
bei meinen Versuchen ein wenig sauer waren (S. 16), stellte ich fest, dass die 
getinge Sduremenge unter den obigen Verhdltnissen unveradndert blieb. An 
den Loésungen der untersuchten Urethane beobachtete ich wiederum, dass 
sie unter denselben Verhdltnissen neutral blieben, so dass auch sie nicht in 
festzustellendem Grade unter Entstehung von Ammoniak zerfallen waren. 

Was die hydrolytische Spaltung der von mir angewandten Amide in Lei- 
tungswasser betrifft, zeigen u. a. OSTWALD’s Versuche (45, S. 6) mit Acetamid, 
dass dem Stattfinden solcher Reaktionen unter den in meinen Versuchen herr- 
schenden Bedingungen keine praktische Bedeutung beizumessen ist. OstT- 
WALD sagt nadmlich: »Eine Umwandlung des Acetamids in Ammoniaksalz durch 
den Hinfluss des Lésungswassers fand bei gew6hnlicher Temperatur auch in 
Monaten nicht statt.» Aus CROCKER’s Untersuchungen (10 u. 11) geht wieder- 
um hervor, dass die Hydrolysegeschwindigkeit von Propionamid, n-Butyra- 
mid und i-Valeramid, wenn diese mit Saduren und Alkalien behandelt wer- 
den, noch kleiner als die von Acetamid ist. Die betreffende Geschwindigkeits- 
konstante von Formamid ist jedoch bedeutend grésser als die anderen; zie- 
hen wir OSTWALD’s obenerwdhntes Resultat mit Acetamid in Betracht und 
vergleichen die Spaltungsgeschwindigkeit von Formamid damit, so haben 
wir doch wohl allen Grund anzunehmen, dass auch Formamid, wenigstens 
bei relativ kurzer Versuchsdauer (4—8 St.), bei gew6dhnlicher Zimmertem- 
peratur und in neutraler Lésung praktisch unverdndert bleibt. 

Eine Verdnderung der anderen gepriiften Verbindungen in Leitungswas- 
ser diirfte sogar noch unwahrscheinlicher sein als die der erwahnten Ester und 
Saureamide. 


4. Die H erstellung der Lésungsrethen und die allgemeine Anordnung der Plas- 
molyseversuche. 


Als ich an die Herstellung der Iosungen fiir die Plasmolyseversuche ging, 
war als erste Frage zu entscheiden, welches Lésungsmittel am besten anzu- 
wenden ware: destilliertes Wasser oder gewohnliches Leitungswasser. Soviel 
ich bemerkt habe, sind im allgemeinen die friiheren plasmolytischen Unter- 
suchungen unter Benutzung von destilliertem Wasser ausgefithrt worden. Da 
es jedoch méglich erschien, dass die Zellen besser in solchen Losungen gedeihen 
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wiirden, die aus Leitungswasser hergestellt waren, so machte ich ganz im Anfang 
meiner Arbeit mit Saccharose, Kaliumnitrat und Harnstoff plasmolytische 
Versuche zum Vergleich der Tauglichkeit von Leitungswasser und destillier- 
tem Wasser als Lésungsmittel. Diese Versuche entschieden jedoch die Frage 


nicht klar, sondern die Rhoeo-Zellen schienen sich ungefahr ebenso gut in | 


den mit Leitungswasser wie in den mit destilliertem Wasser hergestellten 
Lésungen zu erhalten. Ich wahlte jedoch im weiteren Verlauf meiner Arbeit 
sehr bald ausschliesslich Leitungswasser als Lésungsmittel, weil ich mir sagte, 
dass es in diesem Falle immerhin wahrscheinlicher sei, dass die normale Per- 
meabilitat der Protoplasten erhalten bleibe, als wenn sie sich in einer vollig 
elektrolytfreien Lésung befanden. 

Uber das Helsingforser Leitungswasser sei hier bemerkt, dass es chemisch 
gereinigtes Flusswasser ist. Laut der 1925 im stadtischen Wasserleitungswerk 
vorgenommenen Analysen enthalt es an Kalcium relativ wenig oder in dem 
erwahnten Jahr durchschnittlich 16.6 mg pro Liter. Sein Wasserstoffexponent 
schwankte im selben Jahr zwischen 6.80 und 7.49 und war durchschnittlich 7.22. 

Die Lésungsreihen bereitete ich durch Verdiinnen von Stammlésungen, 
die stets so verdiinnt wie méglich hergestellt wurden. Ich habe fiir meine 
plasmolytischen Versuche ausschliesslich volwmnormale Lésungen von ver- 
schiedener Konzentration angewandt. RENNER z. B. bemerkt (57), dass fiir 
das Ausfiihren genauer Bestimmungen bei plasmolytischen Versuchen ge- 
wichtsnormale Lésungen theoretisch vorzuziehen waren, doch gibt er zugleich 
zu, dass solche Lésungen wegen der bei ihrer Herstellung sich ergebenden 
Schwierigkeiten ungeeignet sind. 

Bei der Ausfiihrung von Plasmolyseversuchen ist es wichtig, passende 
Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen Lésungen der angewandten 
Loésungsreihen zu wahlen. In dieser Beziehung sind die Frrrrnc’schen Rhoeo- 
Untersuchungen sehr lehrreich. Ich stimme mit Frrrmnc vollkommen darin 
tiberein, dass sowohl DE VRIES wie LEPESCHKIN (15, S. 5) beide bei ihren Unter- 
suchungen tiber isotonische Koeffizienten in ihren KNO,-Reihen ungeeignete 
Konzentrationsunterschiede angewandt haben, DE VRrIEs allzu grosse (0.01 GM) 
und LEPESCHKIN unndtig kleine (0.001 GM). Frrrrnc selbst wahlt als kleinsten 
Konzentrationsunterschied der einzelnen Lésungen seiner KNO,-Reihen 
0.0025 GM (15, S. 6—7). In seinen Saccharosereihen verwendet er spater die 
Konzentrationsunterschiede 0.006 und 0.007 GM (z. B. 16, S. 557—559). Da 
in den Kreis meiner Untersuchungen das Bestimmen der plasmolysierenden 
Wirkung sehr verschieden rasch permeierender organischer Verbindungen 
gehorte, ist es klar, dass ich nicht alle meine Verbindungen mit Reihen priifen 
konnte, in denen die Konzentrationsunterschiede der einzelnen Lésungen immer 
gleich gross waren. Im Gegenteil war ich gezwungen, in besonderen Vorver- 
suchen fiir jede Verbindung die Lésungsreihe auszusuchen, die sich am besten 
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zur Priifung der betreffenden Verbindung eignete. Die gewohnlichsten Kon- 
zentrationsunterschiede waren in meinen Reihen 0.005, 0.01 und 0.02 GM. 

Das Volumen der einzelnen Lésungen der Reihe betrug 10 cm, Ihre Zahl 
schwankte in den auf verschiedene Weise angelegten Versuchen etwa zwischen 
10 und 15. Die einzelnen Verdiinnungen wurden in kleinen, runden ca. 10— 
20 em® fassenden, mit Deckeln versehenen Glasgefassen hergestellt. Ein Teil 
| der letzteren hatte aufgeschliffene Glasdeckel, und gerade diese benutzte ich 

in den Fallen, in denen die kleinsten Konzentrationsunterschiede bendtigt 
wurden. Auch fiir die Lésungen solcher Verbindungen, die sich leichter als 
Wasser verfliichtigen, wie z. B. Methyl- und Athylalkohol, habe ich stets 
die besten, d. h. mit aufgeschliffenen Deckeln versehenen Glasgefasse benutzt. 

Was die bei den vergleichenden Versuchen angewandten Lésungen betrifft, 
sei darauf aufmerksam gemacht, dass ich, um Veranderungen der Konzentra- 
tion zu vermeiden, eine bestimmte Lésungsserie immer nur fiir eine Priifung 
benutzte, also immer nur einmal. Daher musste ich natiirlich auch wahrend 
meiner Versuche lediglich fiir die plasmolytischen Bestimmungen sehr viele 
Ldsungen herstellen: die einzelnen Lésungen der Reihen zahlten alles in allem 
tiber 5000. Alte Lésungen verwandte ich nicht einmal in den Fallen, wo ich 
regelmassig zu wiederholten Malen einen Vergleich der Permeiergeschwindig- 
keit zweier bestimmten Verbindungen ausfiihrte. Es ware dies meistens auch 
wegen des schwankenden osmotischen Wertes der Zellen der verschiedenen 
Rhoeo-Blatter nicht méglich gewesen. (Der osmotische Wert variierte bei 
tiber 300 untersuchten Blattern zwischen 0.09 und 0.15 GM KNO,.) Wegen 
dieser Schwankungen des osmotischen Wertes wurde derselbe immer zuerst 
in einem Vorversuch mittels KNO, annahernd bestimmt. Exst hiernach wur- 
den dann die eigentlichen Losungsserien fiir das betreffende Blatt hergestellt. 


FITTING richtet sein Augenmerk auch auf die beim Verdiinnen von 16- 
sungen aus der Kontvaktion entstehenden Fehler (15, S. 4—5). Er kommt 
in seinen Berechnungen zu dem Resultat, dass die Fehler, die hierdurch in 
den von ihm angewandten Salzlésungen verursacht wurden, so klein sind, 
dass man sie gegentiber den sonstigen beim Verdiinnen der Lésungen ent- 
stehenden Fehlern ganz unberiicksichtigt lassen kann. — Was meine Unter- 
suchungen betrifft, ist dieser Umstand meines Erachtens besonders beztg- 
lich der Saccharose theoretisch in Betracht zu ziehen, denn gerade mit Saccha- 
roselésungen habe ich fast ausnahmslos den osmotischen Wert der angewand- 
ten Schnitte gemessen. In Saccharoselésungen sind jedoch die Kontraktions- 
erscheinungen ganz unbedeutend, zumal in so kleinen Konzentrationen, wie 
man sie fiir plasmolytische Versuche anwenden muss (vgl. z.B. 31, S. 427, 
WADE’s Resultate). Man kann sie ohne die geringsten Bedenken ganz un- 
beriicksichtigt lassen. Sehr viel grésser sind die Kontraktionen z. B. in Athyl- 
alkohollésungen. Diese Verbindung habe ich fiir meine Versuche ‘héchstens 
in 4-normaler Lésung angewandt, deren Kontraktion ca. 0.3% ist, oder also 
ca. 0.03 cm? auf je 10 cm. Dieses Volumen tangiert die beim Verdiinnen mit 
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den Biiretten in den einzelnen Lésungen entstehenden Volumfehler. Da 
Athylalkohol jedoch besonders rasch in die Rhoeo-Zellen permeiert, braucht 
man die aus der Kontraktion seiner Lésungen entstehenden ganz unbe- 
deutenden Fehler nicht zu beriicksichtigen, — gegeniiber anderen Umstan- 
den, welche in solchem Fall auf die Messung in viel héherem Grade stérend 
einwirken. Die Kontraktion der verschiedenen Lésungen habe ich daher 
beim Verdiinnen der Lésungen und beim Berechnen der Ergebnisse ganzlich 
unberiicksichtigt gelassen. 


Besonders wichtig schien es mir, die Versuche so anzuordnen, dass die mit 
verschiedenen Stoffen erzielten Ergebnisse untereinander véllig vergleichbar 
seien. Aus diesem Grunde wurde immer die plasmolysierende Wirkung zweier 
verschiedener Verbindungen gleichzeitig, d. h. unter ganz denselben Verhalt- 
nissen, an Schnitten aus demselben Blatt vergleichend bestimmt. Daher bin 
ich der Meinung, dass ich beim Vergleichen meiner Resultate ganzlich absehen 
kann von der verschieden grossen Permeabilitat der Zellen von verschiedenen 
Blattern, von der Temperatur wahrend des Experimentierens und allen ande- 
ren zeitlich veranderlichen ausseren Faktoren, wie Beleuchtung, atmosphari- 
schen Verunreinigungen, Jahres- und Tageszeit usw. — Den Einfluss der 
Temperatur habe ich trotzdem in der Weise beriicksichtigt, dass ich den plas- 
molysierenden Einfluss der zu untersuchenden Verbindungen fiir mehrere 
Verbindungspaare bei einigen verschiedenen Temperaturen vergleichend 
bestimmte. So konnte ich feststellen, nachdem ich zunachst z. B. Harnstoff 
und Glycerin bei ca. 18° C miteinander verglichen hatte, dass das Verhdltnis 
der plasmolysierenden Wirkung von gleichen Verbindungen auch bei ca. 21° C 
annahernd dasselbe war. Ferner habe ich Untersuchungen mit denselben Ver- 
bindungspaaren sowohl im Sommer wie im Winter angestellt, wobei ich eben- 
falls ungefahr dasselbe Wirkungsverhaltnis konstatierte. Darum wirkt also 
in meinen Untersuchungen z. B. der von FITrinc zweifellos richtig beobachtete 
Umstand, dass die Rhoeo-Zellen im Winter im allgemeinen weniger permeabel 
fiir manche Salze, Glycerin und Harnstoff sind als im Sommer (15 u. 17), in 
keiner Weise stérend ein. — Alle meine plasmolytischen Arbeiten fiihrte ich 
in einem nach Norden gelegenen Raum des Botanischen Laboratoriums aus, 
wo wahrend des Experimentierens eine verhaltnismassig gleichmdssige ‘Tem- 
peratur herrschte. Den durchaus gréssten Teil meiner Versuche habe ich 
bei 18—20° C ausgefiihrt. Im Winter sank jedoch die Temperatur mitunter 
auf 16°C und stieg im Sommer auf 24°C. Solchen grossen Temperaturunter- 
schieden habe ich jedoch vorzubeugen versucht, indem ich in meinem Arbeits- 
raum einen zweckmassigen Luftaustausch entweder vom Laboratoriumsflur 
oder von draussen her herbeifiihrte. 

Beim Auswahlen der gleichzeitig miteinander zu vergleichenden Verbin- 
dungen habe ich besonders einige Verbindungen zu wiederholten Malen als 
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Vergleichsobjekte fiir andere gepriift. Von diesen Vergleichsverbindungen 
seien vor allem folgende, am meisten angewandte erwabnt: Athylalkohol, 
Athylenglykol, Acetamid, Glycerin, Harnstoff und Saccharose. Ihre plas- 
molytische Wirkung auf die Rhoco-Zellen ist sehr verschieden gross, und so 
reprasentieren sie in dieser Hinsicht ebenfalls gut die verschiedenen Gruppen 
aller von mir gepriiften Verbindungen. 


5. Die Bestimmung des Plasmolysegrades. 


Um die Plasmolyse der Zellen zu beobachten, brachte ich zundchst den 
Schnitt mittels einer stumpfen Pinzette auf das Objektglas in einen Tropfen 
der Losung, in welcher der betreffende Schnitt eine bestimmte Zeit lang 
gewesen war. Nach Auflegen des Deckglases untersuchte ich diesen immer bei 
80-facher Vergrésserung. Hierbei richtete ich meine Aufmerksamkeit nur auf 
ganz bestimmte Zellen, und zwar auf die drei dussersten, unverletzten Zellreihen 
der auf dem Muttelteil der Mittelrippe gelegenen Langsseite. In diesen in der 
Blattrippenrichtung laufenden Reihen sind die einzelnen Zellen ihrer Langs- 
richtung nach hintereinander gelegen. 


Wenn ich die betreffenden Zellen bereits bei 80-facher Vergrésserung 
deutlich plasmolysiert sah, trug ich als Plasmolysegrad des Schnittes pl = »alle 
Zellen plasmolysiert» ein. Die Zeichen fiir diesen und zugleich auch andere 
Plasmolysegrade entlehnte ich von FITTING (15, S. 6), aber, wie aus dem Fol- 
genden hervorgeht, habe ich zu ihnen bestimmte Zwischengradzeichen hinzu- 
gefiigt. Wenn ich hingegen bei 80-facher Vergrésserung nicht deutlich kon- 
statieren konnte, dass alle zu untersuchenden Zellen des Schnittes plasmoly- 
siert waren, dann priifte ich den gleichen Schnitt auch noch mit 350-facher 
Vergrésserung nach. Dabei konnte ich haufig feststellen, dass gerade aus 
den Zellen der drei in Frage stehenden Zellreihen nur ein Teil plasmolysiert 
worden war. Nun galt es, das Verhaltnis der Anzahl plasmolysierter Zellen 
zur Anzahl aller zu priifenden Zellen zu bestimmen. Hierbei beriicksichtigte 
ich gar nicht den Plasmolysegrad der einzelnen Zellen, sondern nur den Um- 
stand, ob die Zelle wahrnehmbar plasmolysiert war oder nicht. Nehmen wir 
an, dass ich beim Abzdhlen ermittelt hatte, dass in einem bestimmten Schnitt 
alles in allem 100 Zellen zu untersuchen waren (in Wirklichkeit betrug in 
der Mehrzahl der Schnitte die Zahl der Zellen der drei dussersten Zellreihen 
durchschnittlich etwa 75). Waren nun nur ungefahr 10—15 zu priifende Zellen 
nicht plasmolysiert, so bezeichnete ich den Plasmolysegrad des untersuchten 
Schnittes mit co = »die meisten Zellen plasmolysierty. Ebenso verwandte 
ich die Zeichen ?/;, 1/, und 1/; um anzuzeigen, dass von den untersuchten 
Zellen ein Teil plasmolysiert war, welcher der Zeichenbruchzahl entsprach. 
Ausserdem verwandte ich noch drei verschiedene Hauptzeichen, und zwar 
v (»vereinzelte Zellen plasmolysiert»), gv (»ganz vereinzelte Zellen plasmolysiert») 
und 0. Von diesen bedeuten v und gv, dass auf 100 Zellen 15—20, beziehungs- 
weise ca. 10 plasmolysiert worden waren; 0 schliesslich bezeichnet, dass 
héchstens nur ca. 2—3 Zellen von 100 plasmolysiert worden waren. — Zu 


22 Hugo Bdarlund, Permeabilitatsstudien 


diesen acht Zeichen des Plasmolysegrades habe ich jedoch noch sieben Zwischen- 
werte hinzugefiigt. Fiir die Falle, in denen ich beim Zahlen der Zellen zwi- 
schen den plasmolysierten und den nicht plasmolysierten Zellen ein solches 
Verhialtnis bemerkte, das in der Mitte zwischen den obigen Werten lag, habe 
ich die Zeichen pl-co, 0o-#/,, 2/3-1/2, 4/2-1/s, 1/s-v, v-gv und gv-0 hinzugefigt. 
Auf Grund des Gesagten wandte ich hiervon z. B. die Zeichen co-*/, und 4/3-v 
in den Fallen an, wo von 100 zu priifenden Zellen ca. 75 und 25 plasmoly- 
siert worden waren, und die anderen Zwischenwertzeichen in ganz ent- 
sprechenden Fallen. — Wie aus dem Obigen erhellt, habe ich bei der An- 
stellung meiner Beobachtung also die Anzahl der zu priifenden Zellen und 
der entweder plasmolysierten oder nicht plasmolysierten Zellen genau ge- 
zdhlt und daraufhin die obigen Bezeichnungen gemacht. Dies betrifft ins- 
besondere die Versuche meiner ersten Arbeitszeit, aber auch verschiedene spa- 
tere Untersuchungen, wie z. B. von besonders stark oder besonders schwach 
plasmolysierenden Verbindungen. Oft jedoch habe ich auch nach Priifung 
des Schnittes, auf Grund der allgemeinen Auffassung, die ich dabei aus dem 
Zahlenwertverhaltnis der plasmolysierten und der unplasmolysierten Zellen 
gewann, diese Bezeichnungen schdtzungsweise gemacht. Eine derartige Schat- 
zung hinsichtlich der Rhoeo-Zellen wird bedeutend durch den Umstand erleich- 
tert, dass in den meisten Fallen von den Zellen der zu priifenden drei Zell- 
reihen die am weitesten nach dem Rande zu gelegenen verhaltnismassig 
regelmassig als erste sowohl plasmolysiert wie deplasmolysiert werden; von 
den Randzellen des Schnittes aus schreiten dann diese Prozesse nach den 
mittleren Zellen des Schnittes zu fort. 

Was nun die Ausfithrung der obigen Beobachtungen anlangt, gebe ich zu, 
dass beim Abschatzen kleine Irrtiimer vorkommen kénnen. Statt des Plas- 
molysegrades 2/, z. B. konnte ich entweder co-?/, oder ?/,-1/, setzen. Dagegen be- 
trachte ich die Einschatzung des Plasmolysegrades 2/,; auf co oder !/, schon als 
groben Fehler, der bei sorgfaltiger Priifung jedes Schnittes nicht vorzu- 
kommen braucht. In den Fallen, wo ich bei meinen Beobachtungen sowohl 
die zu priifenden Zellen wie die plasmolysierten gezahlt habe, sind die 
Bezeichnungen natiirlich auch am genauesten. 

Zu Beginn meiner plasmolytischen Arbeit rechnete ich fiir die mikrosko- 
pische Untersuchung des Plasmolysegrades eines Schnittes 2 Minuten. Im 
spateren Verlauf meiner Arbeit, als ich zugleich gewohnt wurde, die Beobach- 
tungen rascher und sicherer zu machen, konnte ich jedoch leicht eine Bestim- 
mung innerhalb einer Minute erledigen. 

Bei der mikroskopischen Untersuchung der Rhoeo-Zellen verwendet 
FITTING als Lichtquelle ausschliesslich Glithlampenlicht (17, S. 8). Hierin bin 
ich von seinem Verfahren abgewichen. Und zwar habe ich meine Beobach- 
tungen mdglichst bei Tageslicht gemacht. Frith morgens und spater am Abend 
war ich jedoch beim Priifen der Schnitte auf Gasbeleuchtung angewiesen. 
Irgendeinen Nachteil, der der prizisen Ausfiihrung meiner Arbeit aus diesem 
Umstand hatte erwachsen kénnen, habe ich nicht bemerkt. 


6. Die Berechnung der plasmolysierenden Grenzkonzentration. 


Unter der temporiren plasmolysierenden Grenzkonzentration eines bestimm- 
ten Stoffes verstehe ich diejenige Konzentration des betreffenden Stoffes, 
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in der zu der betreffenden Zeit von den Zellen des untersuchten Schnittes 
ebenso viele plasmolysiert wie unplasmolysiert sind. Dabei bin ich mir wohl 
bewusst, dass (was allerdings bisher meistens iibersehen wurde) die Konzen- 
tration der Aussenlésung dicht an der Aussenflache der Protoplasten eine 
andere als in der freien Aussenlésung sein wird, solange der osmotische Aus- 
tausch zwischen dem Zellinnern und der Aussenlésung noch im Gang ist. Da 
jedoch die Konzentration der Lésung unmittelbar an der Oberflache der 
Protoplasten im allgemeinen nicht genau bekannt ist, rechne ich vorlaufig 
nur mit der mir allein bekannten Konzentration der freien Aussenlésung. 

Wir wollen nun ein Beispiel priifen, das die Bestimmung der plasmoly- 
sierenden Grenzkonzentration mittels einer Lésungsreihe erlautert. Bei einem 
gewissen, mit Glycerin ausgefiihrten Versuch stellte ich 1 Stunde nach Beginn 
des Versuchs folgende Plasmolysegrade fest: 


O.1s 0.20 0.22 0.24 O.26 0.28 0.30 0.32 
OPP ONE. */5260 "Ost 00=pl» pl pl 


Wie ist nun auf Grund dieser Beobachtungen die plasmolysierende Grenz- 
konzentration C, von Glycerin (S. 22), die dem betreffenden Zeitpunkt (4 St.) 
entspricht, zu bestimmen? Die obige Glycerinreihe lasst erkennen, dass 
0.240 > C, > 0.220 ist. Aber welche der zwischen den Werten 0.240 und 2.220 
befindlichen Konzentrationen muss man auf Grund des geschilderten Ver- 
suchs als plasmolysierende Grenzkonzentration bezeichnen? Alle solche 
Zwischenwertbestimmungen habe ich mittels einer speziellen Interpolations- 
tabelle ausgefithrt. Da Srizzs’ Kritik sich besonders scharf (73, 5. 176) gerade 
gegen die Bestimmung des Plasmolysegrades in Frrtinc’s Rhoeo-Untersuchun- 
gen richtet, méchte ich mein Verfahren in diesem Punkt besonders griindlich 
erlautern und beschreibe daher im folgenden meine mit dem Bestimmen der 
plasmolysierenden Grenzkonzentration verbundene Interpolationsmethode. 


Meine Interpolationstabelle habe ich fiir alle die verschiedenen Kon- 
zentrationsunterschiede aufgestellt, die in meinen Lésungsreihen in Frage ka- _ 
men. Es waren: 0.004, 0.005, 0.006, 0.008, 0.010, 0.015 und 0.020 GM. So ‘habe 
ich sieben verschiedene Tabellen angelegt, indem ich als gemeinsames Mass 
der Konzentrationsunterschiede 0.001 GM nahm, so dass die Interpolations- 
werte fiir die Intervalle 4, 5, 6, 8, 10, 15 und 20 zu berechnen waren. Fer- 
ner musste ich den Zeichen 0-gv, gv, gv-v, v, v-!/, usw. die mathematisch 
bestimmten Werte geben, auf die sich die Bestimmung des Plasmolyse- 
grades der Schnitte griindete. Die im folgenden auftretende Bruchzahl (und 
entsprechende berechnete Dezimalzahl) bedeutet, ein wie grosser Teil aller 
gepriiften Zellen dem der Bezeichnung entsprechenden Wert gemass plas- 
molysiert worden war. 
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Oe 0 ee 20.000 1), = Yo = 0.500 
0-gv = Yo = 0.050 Yo-?/3 = 1/9-*/5 = 0.583 
OV a == 0100 ee eed ey 
gv-v = 1/,-1/, = 0.127 2/,-00 = #/,-5/, = 0.750 
vy = 1/,1/, = 0.172 oop i Pay t Uca 
v-1/, == Y,-1/, = 0.267 co-pl = °/,9-1 == 0.950 
1/5 == 3 /g: == 0,288 pl = . 1. ='4.000 
= 0.417 


Auf Grund der obigen Bezeichnungswerte kann ich meine Interpolations- 
tafel z. B. auf das Intervall 20 berechnen unter Benutzung der Formel 


(ax—ay) : (0.500—ay) = d: x, 


worin a, der nachste beobachtete Bezeichnungswert oberhalb der gesuch- 
ten plasmolysierenden Grenzkonzentration ist und ay entsprechend der nachst- 
untere Bezeichnungswert; d=Intervall=20, und x ist die Zahl, welche an- 
gibt, wieviel Konzentrationsunterschied-Einheiten (0.001 GM) der der Be- 
zeichnung ay entsprechenden Konzentration hinzugefiigt werden miissen, um 
die der Bezeichnung 1/, entsprechende gesuchte plasmolysierende Grenz- 
konzentration C, zu erhalten. Setzt man diese Werte in die obige Gleichung 
ein, so erhalt man: 
x: 20 = (0.500—0.267) : (0.750—0.267), woraus sich ergibt x=9.65. 

Die der Beobachtungszeit (4 St.) entsprechende plasmolysierende Grenzkon- 
zentration des Glycerins betragt also in diesem Falle C,=0.220+ (9.65+ 0.001) = 
0.22065 oder abgekiirzt 0.230 GM (beim Bestimmen der Grenzkonzentration 
benutze ich stets drei Dezimalstellen). Diese Interpolationswerte (x) habe ich 
nicht fiir jede Versuchsreihe getrennt berechnet, sondern habe, wie ich schon 
w.o. bemerkte, vollstandige Tabellen fiir alle in Frage kommenden Inter- 
valle angelegt. Ich halte es fiir einen Vorteil, dass ich auf die Weise in allen 
meinen vergleichenden plasmolytischen Versuchen beim Bestimmen der Grenz- 
konzentrationen in diesem Punkt ganz konsequent verfahren habe. 

Natiirlich kommt die Interpolation nicht immer in Frage, denn beim Be- 
stimmen des Plasmolysegrades trifft verhaltnismassig oft gerade die Bezeich- 
nung 1/, genau auf irgendeine bestimmte Lésung, wobei natiirlich auch die 
betretfende Losung die gesuchte plasmolysierende Grenzkonzentration ist. 

Bereits im Vorhergehenden wies ich darauf hin, dass STILEs in seinem Re- 
ferat ttber FITTING’s plasmolytische Methode gerade die von diesem ange- 
wandte — seiner, STILES’, Meinung nach — grobe Schatzung des Plasmolyse- 
grades der Schnitte kritisiert. STmEs sagt (73, S. 176): »The degree of plas- 
molysis is measured by a rough estimate of the proportion of cells in the 
preparation which are plasmolysed, as, for example, one-half, or three-quarters. 
As there is no great precision in this mode of determinig the degree of 
plasmolysis, FIrrING’s method cannot be regarded as an exact one.» — 
Sti,Es’ Kritik trifft vielleicht gewissermassen auch meine Berechnung der 
plasmolysierenden Grenzkonzentration. Stellen wir also fest, wie grosse Fehler 
die von mir zur Angabe des Plasmolysegrades benutzten Bezeichnungen in 
Wirklichkeit verursachen kénnen. In dem den Glycerinversuch betreffenden 
Beispiel erhielt ich als Endwert von C, 0.230 GM. Wie ich w.o. erklarte, 
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nalte ich es fiir méglich, den Plasmolysegrad 1/j;-v versehentlich entweder 
auf v oder auf 1/, zu bewerten und ebenso den Grad 2/,-co entweder auf We 
oder aufco- Gesetzt den Fall, ich habe mich bei meinem Glycerinversuch 
hinsichtlich des Wertes a, (1/s-v) geirrt, aber a, richtig bezeichnet, so be- 
kommen wir als plasmolytische Grenzkonzentration entweder C, = 0.231 (ay =v) 
oder C,=0.228 (ay =1/3). Die Fehlergréssen sind demnach in bezug auf die 
angenommene richtige Grenzkonzentration (0.230) 0.001 und 0.002 GM. Notiere 
ich hingegen den Wert von a, falsch, d.h. anstatt 2/,-co entweder 2/; oder 
co, aber zugleich den Wert von ay richtig v-1/3, so erhalte ich als C,-Wert 
entsprechend 0.232 (a,=*/s) oder 0.228 (ay=co), also in beiden Fallen ist der 
Fehler 0.002 GM. Bezeichne ich schliesslich sowohl die Werte von a, wie von 
ay unrichtig und in entgegengesetzter Richtung unrichtig, d.h. ay=v und 
a, =co oder ay =1/; und ay =?/s, so bleiben die C,-Werte so gut wie richtig (0.229 
und 0.230), denn die Fehler heben sich gegenseitig auf. Notiere ich aber beide 
Bezeichnungen falsch und in derselben Richtung falsch, d.h. entweder 
ay =v und ay =?/, oder ay=1/,; und a,=oo, so erhalte ich die schlechtesten C,- 
Werte, oder im ersteren Fall C,=0.233 und im letzteren C,=0.226. Die Fehler 
demnach: 0.003 und 0.008 GM. Was die Lésungsreihen betrifft, in denen die 
Konzentrationsunterschiede der einzelnen Lésungen kleiner als 0.020 GM sind, 
z. B. 0.010 und 0.005 GM, so vermindert sich natiirlich in diesen die Grdésse 
des Fehlers: in der ersteren wird er 2 mal und in der letzteren 4 mal kleiner 
als in der Glycerinreihe, da in ihnen die Konzentrationsunterschiede auch 
entsprechend 2 und 4 mal kleiner sind. 

Aus dem Obigen erhellt zur Gentige, wie genau ich die plasmolysierenden 
Grenzkonzentrationen der Schnitte habe bestimmen konnen. Ich bin der 
Ansicht, dass die in dieser Hinsicht von mir erzielte Genauigkeit fiir meine 
vergleichenden Versuche vollkommen ausreichend gewesen ist. Denn nicht 
die beim Abschatzen des Plasmolysegrades gemachten Fehler, sondern die 
tatsachlich zwischen den verschiedenen Schnitten bestehenden Unterschiede 
hinsichtlich des osmotischen Wertes des Zellsaftes sind es, die die Genauig- 
keit der in Rede stehenden Bestimmungen begrenzen. Waren nicht jene klei- 
nen Unterschiede im osmotischen Wert vorhanden, so ware es ja ein Leich- 
tes, durch Verminderung der Konzentrationsunterschiede zwischen den be- 
nachbarten Lésungen die Genauigkeit der Bestimmungen noch sehr viel wei- 
ter zu treiben, als jetzt tatsachlich méglich ist. 


7. Das gewohnliche Rethenverfahren. 


Um gut miteinander vergleichbare Resultate zu bekommen, war es m. E. 
besonders wichtig, alle Permeiergeschwindigkeitsbestimmungen nach der- 
selben Methode auszufiihren. Es musste ferner die Methode gesucht werden, 
mit der ich die in quantitativer Hinsicht besten Ergebnisse erzielen konnte. 
Unter besonderer Beriicksichtigung dieser beiden Umstande wahlte ich als 
Untersuchungsmethode das grenzplasmolytische Verfahren, zamal da es auf 
Grund der Firrmnc’schen Arbeiten besonders geeignet erschien. Ich habe 
dieses Verfahren in zwei verschiedenen Modifikationen benutzt, die ich 1. 
das gewohnliche Reihenverfahren und 2. die Methode der Partialdrucke nenne. 
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Die Protokolle zweier nach dem gewodhnlichen Reihenverfahren mit 
Dicyandiamid und Harnstoff ausgefiihrten vergleichenden Versuche haben 
folgendes Aussehen: 


Versuch Nr. 251 (vergleichbar mit Nr. 252). Harnstoff. 16. 2.27. Temp. 
20—21° C. Die Schnitte 18 St. gewdssert. Salpeterwert 0.110 GM (entspr. 0.180 
GM Saccharose). C=0.180 GM Saccharose. 


9.80 9.81 9.82 9.33 9.34 9.35 9.36 9.37 9.38 9.39 9.40 9.41 9.42 
0.18 0.19 0.20 0.21 0.22 0.23 0.24 0.25 0.26 0.27 0.28 0.29 0.30 GM Harnstoff C, 


10° 10e 10 on 0 GeO tl) -co cpl. Shepley ok OL 0.217 
20’ 0 O gv 1/,-*/, pl’ pl. — 0.208 
S06 On OV wae Die DL -- 0.207 
40° 0 0 gv 2/-co pl pl — — — ~— — — — 0.206 
60% 0.. 0. 20 Aff, pL. pl - 0.209 
80° 0. 0 oO gv pl pl — - 0.214 
10060). 40.) el. Oe coe, oo-pl onl 0.216 
12076 0.0) Or n0: wi euaeoies fle a ‘ 0.218 
48050 0. 4 On OoiO. fff pls 1 —_- — 0.220 
240° 0 0 0 OO O v+4/, c pl pl — — — 0.234 


7 St. - 0.) Doty pL. pla pl..pliuep 0.250 
22St. Schnitte bes. gut erhalten; plasmolysieren sich schén in KNOs. 


Versuch Nr. 252 (vergleichbar mit Nr. 251). Dicyandiamid. 16. 2.27. Temp. 
20—21° C. Die Schnitte 18 St. gewdssert. Salpeterwert und C wie in Nr. 251. 


10.30 10.31 10.32 10.33 10.34 10.35 10.36 10.37 10.38 10.39 10.40 


0.18 0.19 0.20 0.21 0.22 0.23 0.24 0.25 0.26 0.27 0.28 GM Dicyan- G 
£05: 2.00 > Oompa Sha Aleta D1. cen, tal pee ler 0.220 
20 en ® gid 0. 4A/, ph. pl — es Se 0.209 
a ne 0 +o plpl—- —- —- — — 0.206 
LO Or» 9 0 co-pl pl pl 0.205 
BD ta: ee 0 0, -plipspl 4— 0.206 
80° 30 0 0 ¥-co pl pl>-— — — — =— 0.207 
10 0 24 00 Yes DL opk =e eee oe 0.209 
120 iO, 0 Qs Myo pl. o ply ee es = 0.210 
180% 40) i9 Oy, SiO det O Kio cen ene 0.220 
240’ 0 0 0 OEY, Veo), ple plo aee | ee a 0.224 
7 St. ao) O 0 o pl pl — — 0.236 


22 St. Schnitte bes. gut erhalten; plasmolysieren sich schén in KNO,. 


Die Zahlen 9.30—9.42 bzw. 10.80—10.40 bezeichnen die Zeitpunkte, zu denen 
die einzelnen Schnitte in die Harnstoff- bzw. Dicyandiamidlésungen gebracht 
wurden. Bei diesem Versuch habe ich also auf die mikroskopische Unter- 
suchung jedes Schnittes 1 Minute verwandt. Da die erste Beobachtung 10 Min. 
nach Beginn des Versuches gemacht wurde, ist folglich der Schnitt der ersten 
Lésung 9 Uhr 40, der der zweiten 9 Uhr 41 gepriift worden, usw. Die Zeichen 
10’—24 St. zeigen natiirlich an, wie lange Zeit nach dem Versuchsbeginn die 
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verschiedenen Beobachtungsreihen gemacht wurden; C, ist die jedem Zeit- 
punkt entsprechende beobachtete plasmolysierende Grenzkonzentration von 
Harnstoff bzw. Dicyandiamid. Das —Zeichen schliesslich weist darauf hin, 
dass es fiir unnotig gehalten wurde, die betreffende Beobachtung anzustellen. 

Da die als Vorprobe (vgl. S. 19) ausgefiihrte Bestimmung des Salpeterwertes 
des Zellsafts aus mehreren Griinden oft nicht sehr genatt war, fand ich es fiir 
meine Berechnungen am besten, haufig die KNO, -Werte mit einer Saccharose- 
teihe zu kontrollieren, in welcher die Konzentrationsunterschiede 0.01 GM 
waren. In den oben als Beispiel mitgeteilten Versuchen stimmt zufalliger- 
weise der auf Grund des KNO, -Wertes berechnete Saccharosewert (1.64-0.110= 
0.180) genau mit dem direkt bestimmten iiberein, indessen liegt der Fall nicht 
immer so. In meinen Berechnungen habe ich nun regelmassig den direkt 
bestimmten Saccharosewert im Auge gehabt, welcher festgestellt wurde, 
nachdem die Schnitte 2 St. in Saccharoselésung gewesen waren, d.h. zur 
Zeit der Maximalplasmolyse der Zellen. Im Protokoll ist dieser Zuckerwert 
des Zellsaftes mit C bezeichnet. — Als eine gewisse, wenigstens theoretische 
Fehlerquelle dieses Reihenverfahrens kann man den Umstand betrachten, 
dass bei Anwendung der betreffenden Methode nicht der osmotische Wert fiir 
diejenigen Zellen bestimmt worden ist, mit denen der eigentliche vergleichende 
Versuch ausgefiihrt wurde, sondern fiir andere Zellen, die den als eigentliche 
Objekte angewandten Zellen desselben Blattes méglichst nahe liegen. Des- 
halb habe ich mit den Schnitten so abgewechselt, dass z. B. beim ersten Ver- 
such die Schnitte von der Blattbasisseite in die Harnstoffreihe kamen (siehe 
S. 14) und in die Dicyandiamidreihe dann entsprechend die Schnitte aus der 
Blattspitzenseite; beim folgenden vergleichenden Versuch habe ich jedoch 
umgekehrt die mehr basalen Schnitte in Dicyandiamid- und die Schnitte aus 
dem Spitzenteil in Harnstofflésungen gelegt. Bei der Kleinheit der Schwan- 
kungen des osmotischen Wertes der Epidermiszellen innerhalb eines bestimm- 
ten Blattes sind die Ungenauigkeiten, die der in Rede stehenden Fehlerquelle 
entspringen, meistens als unwesentlich zu betrachten. Wenn es sich dagegen 
um sehr schwach plasmolysierende Verbindungen handelt oder um den Ver- 
gleich von Verbindungen, die einander in ihrem Plasmolysiervermégen sehr 
ahnlich sind, dann kénnten die Schwankungen des osmotischen Wertes zu 
bedeutenden Fehlern Anlass geben. In solchen Fallen ist aber immer der 
osmotische Wert jeder verwendeten Schnittserie divekt bestimmt worden. 

Einer Erklarung bedarf noch die in den Protokollen in diesem Kapitel 
mit 22 St. eingetragene Beobachtung. Es ist dies die Kontrollbeobachtung, 
deren Zweck in diesem Versuch war, festzustellen, ob sich die angewandten 
Zellen auch noch am Tage nach dem eigentlichen Versuchstag gesund erhalten 
hatten. Diese Nachpriifungen waren so wichtig, dass ich diesem methodischen 
Teil meiner Untersuchung spater ein Kbesonderes apitel iiber dieselben anfiige. 
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8. Die Methode der Partialdrucke. 


Bei ausschliesslicher Anwendung des eben dargelegten gewohnlichen 
Reihenverfahrens ware es unmdglich gewesen, vergleichsweise die plasmoly- 
sierende Wirkung aller jener Verbindungen auf die Rhoeo-Zellen zu priifen, 
mit denen ich, wie oben erwahnt, in dieser Hinsicht positive Resultate er- 
zielt habe. Denn erstens lésen sich manche derselben in Wasser nicht in 
solcher Konzentration, dass sie die Zellen plasmolysieren wiirden; andere 
(z. B. Monochlorhydrin, Glycerinmonoathylather, Antipyrin) beschadigen sie 
in starkerer Konzentration, wahrend schliesslich wieder andere (z. B. die 
Urethane, Methyl- und Athylalkohol) so schnell permeieren, dass sie auch in 
grosser Konzentration angewandt keine Plasmolyse verursachen. Unter 
diesen Umstanden waren meine Versuche ausschliesslich auf die vergleichende 
Untersuchung in Wasser leicht léslicher, unschadlicher und verhaltnismassig 
langsam permeierender Verbindungen beschrankt, hatte ich nicht ausser der 
gewohnlichen Reihenmethode fiir meine Zwecke die Methode der Partialdrucke 
anwenden kénnen, deren Prinzip bereits von OVERTON (53) angegeben ist. 

Der Grundgedanke der Methode der Partialdrucke ist der, dass man durch 
Zusatz eines nicht eindringenden Stoffes, z. B. von Zucker, zu einer Lésung, 
die an und fiir sich zu schwach ist, um Plasmolyse herbeizufiihren, den osmo- 
tischen Wert dieser Lésung um einen bestimmten Betrag erhéht, so dass sie 
plasmolysierend wirkt. Als nicht eindringender Zusatzstoff eignet sich Sac- 
charose sehr gut, da sie, wie bekannt, im allgemeinen besonders langsam in 
lebende Zellen permeiert. 

Nun ware es aber nicht zweckmassig, die Schnitte direkt in mit Zucker 
versetzte Losungen der zu untersuchenden Verbindung zu legen, denn die 
Saccharose dringt so langsam durch die Zellmembranen bis an die Aussen- 
flache der Protoplasten heran, dass die maxiniale Plasmolyse in Rohrzucker- 
lésungen erst nach 1—11/, oder gar erst nach 2 Stunden erreicht ist.. Nach 
Ablauf einer so langen Zeit wird aber der zu untersuchende Stoff meistens 
schon zu einem betrachtlichen Teil in den Zellsaft eingedrungen sein, und man 
hatte also in diesem Falle keine Gelegenheit, die ersten Phasen der plasmoly- 
sierenden Wirkung des betreffenden Stoffes zu beobachten. 

Um diese Schwierigkeit zu umgehen, muss man die Schnitte zuerst in 
Zuckerlésungen einlegen und sie hier so lange belassen, bis das osmotische 
Gleichgewicht zwischen Zellsaft und Zuckerlésung erreicht ist. Erst hiernach 
werden die Schnitte in Lésungen iibergefithrt, die dieselben Konzentrationen 
an Zucker enthalten und ausserdem noch den zu untersuchenden Stoff, dessen 
plasmolysierende Wirkung somit gleich von Anfang an beobachtet werden kann. 

Nehmen wir ein konkretes Beispiel! Ich wahle dazu die Versuche Nr. 
234—235 mit Formamid und Acetamid. Es werden — abgesehen von der fiir 
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_ den Vorversuch erforderlichen KNO, -Reihe — drei Lésungsreihen hergestelit. 
Erstens eine Reihe bestehend aus 0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 0.11, 0.12, 0.13, 0.14, 0.15, 
0.16, 0.17, 0.18 und 0.19 GM Saccharose in Leitungswasser gelést. Zwei- 
tens eine Reihe von Lésungen, die genau dieselben Saccharosekonzen- 
trationen enthalten, aber mit dem konstanten Zusatz von 0.2 GM Formamid. 
Drittens eine Reihe wie die vorige, aber mit Acetamid an Stelle von 
Formamid. 

Jede der fiir den eigentlichen Versuch verwandten Schnittreihe kommt 
nach 16-stiindiger Wasserung auf zwei St. in die reine Zuckerreihe, worin die 
Grenzkonzentration bestimmt wird. Dann werden die Schnitte unter Beibe- 
haltung ihrer Reihenfolge in die zuckerhaltigen Formamid- bzw. Acetamid- 
lésungen gebracht. Die in diesen Lésungen stattfindenden Verschiebungen 
der Grenzkonzentration — zuerst im Sinne einer kurzdauernden Plasmoly- 
sezunahme, dann in entgegengesetzter Richtung — werden in kurzen Inter- 
vallen beobachtet. Die Protokolle finden wir auf S. 30 u. 31 dargestellt 
und k6nnen aus ihnen entnehmen, dass sich der Plasmolyse- und der Deplas- 
molyseprozess in grossen Ziigen wie in gew6hnlichen Reihen abspielen. 


9. Die sich an die plasmolytischen Versuche anschliessenden Nachbeobachtungen. 


Wie unumganglich notwendig eine sorgfaltige Priifung der schadigenden 
Wirkung der von mir untersuchten Verbindungen ist, habe ich bereits 
auf Seite 11 betont. Die angewandten Verbindungen verhielten sich in dieser 
Beziehung zu den Rhoeo-Zellen auf sehr verschiedene Weise. Wir wollen nun 
in diesem Kapitel die Grundlagen der Schlussfolgerungen nachpriifen, denen 
gem4ss ich die verschiedenen Verbindungen unter Beriicksichtigung ihrer 
Schadlichkeit fiir meine Versuche gutgeheissen habe. 

Sehr oft lasst sich auf die schadliche Wirkung einer Verbindung aus der 
Entfarbung des Zellsaftes schliessen oder auch aus der abnorm starken Plas- 
molyse mancher Zellen, wobei wiederum die Zellsaftfarbe dunkelviolett wird. 
Oft farbt auch eine schaddliche Verbindung einen bestimmten Zellteil stark 
und auf bestimmte Weise: so werden z. B. Zellkerne in Arbutinldsungen nach 
einer hinreichenden Zeit ganz braun. — Ich habe mich jedoch nicht mit 
solchen augenfalligen Anzeichen von Beschadigung der Zellen begniigt. Vzel- 
mehr wurde das Unbeschddigtbleiben der Zellen in den Plasmolyseversuchen 
immer durch nochmaliges Plasmolysieren oder durch Deplasmolysieren der Zellen 
nach den eigentlichen Versuchen festgestellt (4; 3, S. 6). Bei der Anwendung des 
gewohnlichen Reihenverfahrens konnte man nach beendetem Versuch in den 
Schnitten aller Lésungen der Reihe meistens den Plasmolysegrad 0 beobach- 
ten. Dann habe ich die Zellen mit passender, schwach hypertonischer KNO,- 
oder Saccharoselésung plasmolysiert. Die fiir die normalen Rhoeo-Zellen cha- 
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rakteristische, besonders gleichmissige Plasmolyse erwies dann, dass die 
Zellen sich wahrend der Versuchszeit gesund erhalten hatten. Diese Beobach- 
tungen richteten sich vor allem auf die am Rande des Schnittes befindlichen 
Zellreihen, die auch wahrend der eigentlichen Versuche beobachtet worden 
waren. War hingegen bei den Nachbeobachtungen der Plasmolysegrad der 
Schnitte mancher Lésungen der Reihe = 0, derjenige anderer = pl (wie 
stets, wenn ich die Methode der Partialdrucke anwandte), so habe ich in den 
Nachpriifungen mit passenden KNO,- und Saccharoselésungen die ersteren 
plasmolysiert, die letzteren deplasmolysiert. 

Wenn die Protoplasten nach Abschluss des eigentlichen Versuchs (d. h. 
wenigstens 4 oder 8 St. nach Versuchsbeginn) nicht mehr plasmolysiert oder 
deplasmolysiert werden konnten, wurde der betreffende Versuch immer ver- 
worfen. Bis zu der am folgenden Tag angestellten Nachpriifung (ca. 20—24 
St. nach Beginn des Versuches) hatten jedoch einige Verbindungen die Zellen 
in dem Grade beschadigt, dass z. B. die Ausfiihrung der an die Nachbeobach- 
tung sich anschliessenden Bestimmung des Plasmolysegrades erschwert oder 
ganzlich unméglich gemacht war. Solche Verbindungen sind: Arbutin, Mona- 
cetin, i-Valeramid und Zitronensauremethyl- und Athylester. Mit diesen Ver- 
bindungen fiihrte ich somit die eigentlichen Beobachtungen wahrend 4 Stun- 
den (mit Arbutin 8 St.) aus. In Monacetinlésungen erhielten sich jedoch die 
Zellen bei Kalciumkarbonatzusatz auch bis zum folgenden Tage unbeschadigt 
(siehe S. 16). Mit allen anderen von mir untersuchten Verbindungen habe ich 
auch noch bei der Nachkontrolle am folgenden Tage ein positives Ergebnis 
erzielt; sie haben also in den angewandten Konzentrationen auch wahrend der 
sehr viel langeren Zeit als der Beobachtungsdauer die Zellen nicht beschadigt. 

Bei der Anwendung der Methode der Partialdrucke schloss sich an die 
Nachbeobachtung des folgenden Tages die Schétzung des Plasmolysegrades 
an, die ca. 20—24 St. nach Beginn des Versuchs ausgefiihrt wurde. Ich ver- 
weise auf den Seite 30 und 31 erérterten Versuch mit Formamid und Acetamid. 
Bei diesem Versuch sehen wir, dass 21 St. nach Versuchsanfang die Schnitte 
der Formamidzuckerreihe ganz dieselbe plasmolysierende Saccharosegrenz- 
konzentration aufweisen (0.175 GM), die an denselben Schnitten mittels der 
reinen Saccharosereihe vor dem eigentlichen Versuch konstatiert wurde. 
Beim Acetamidversuch dagegen sehen wir auf Grund der Nachobservation 
(24 St.), dass sich diese Grenzkonzentration im Vergleich zum anfanglichen 
Saccharosewert ein wenig verschoben hat (von 0.176 GM auf 0.180 GM). Diese 
Bestimmungen der plasmolysierenden Grenzkonzentration am nachsten Tag 
habe ich bei Anwendung der Methode der Partialdrucke mit allen anderen von 
mir untersuchten Verbindungen gemacht, ausser eben mit den obenange- 
fiihrten, zu schadlich auf die Rhoeo-Zellen wirkenden. 
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B. Ergebnisse der Plasmolyseversuche. 
1. Die zeitliche Verinderung der plasmolysierenden Grenzkonzentrationen. 


In jedem Plasmolyseversuch kann man zwei Phasen unterscheiden: 1. die 
Phase der zunehmenden Plasmolyse und 2. die Phase der abnehmenden Plas- 
molyse oder der Deplasmolyse. Dazwischen liegt das Stadium der maximalen 
Plasmolyse. Wahrend der ersten Phase nimmt die Grésse der tempordren 
plasmolysierenden Grenzkonzentration (vgl. S. 22) ab, wahrend der zweiten 
Phase steigt sie an: im Stadium der maximalen Plasmolyse ist sie im Minimum. 

Dass die maximale Plasmolyse nicht sofort eintritt, wenn die Schnitte in 
die plasmolysierenden Lésungen kommen, riihrt hauptsdchlich davon her, 
dass das Plasmolytikum eine gewisse Zeit braucht, um in voller Konzentra- 
tion durch die Zellmembranen hindurch bis an die Protoplasten heran vor- 
zudringen. In Anbetracht dieses Umstandes versteht man leicht, dass die 
temporare plasmolysierende Grenzkonzentration (der freien Aussenlésung!) 
anfangs sehr gross ist und erst nach einer gewissen Zeit ihr Minimum, das der 
maximalen Plasmolyse entspricht, erreicht. 

Es ist aber wichtig zu beachten, dass das Eintreten der maximalen Plas- 
molyse und das Hinsetzen der Deplasmolyse nicht bedeuten, dass jetzt der 
plasmolysierende Stoff in seiner ganzen Konzentration bis an den Proto- 
plasten herangedrungen ist. Vielmehr kann das Hinzudiffundieren des plas- 
molysierenden Stoffes durch die Zellmembranen auch noch wahrend der 
Deplasmolyse fortfahren. Dass die Plasmolyse trotzdem zuriickgeht, beruht 
auf dem Eindringen des Plasmolytikums durch das Plasma in den Zellsaft. 

Im folgenden wollen wir den Verlauf der Plasmolyse und der Deplasmolyse 
unter dem Einfluss der untersuchten Verbindungen betrachten. Da die Wieder- 
gabe sdmtlicher Versuchsprotokolle selbst in gekiirzter Form zu viel Raum 
beanspruchen wiirde, miissen wir uns hier mit einer Auswahl derselben be- 
gniigen. Dabei werden, um Platz zu sparen, nicht die Plasmolysebefunde in 
den verschiedenen untersuchten Konzentrationen aufgezahlt, sondern bloss 
die daraus errechneten, mit C, bezeichneten temporaren plasmolysierenden 
Grenzkonzentrationen, deren zeitliche Veranderung somit bequem zu iiber- 
blicken ist. Der urspriingliche Zuckerwert des Zellsaftes ist wiederum mit C 
bezeichnet worden. Die Auswahl der im folgenden mitgeteilten Versuche ist 
so getroffen, dass jede mit positivem Erfolg untersuchte Verbindung wenig- 
stens einmal erwahnt wird. 

Nr. 84—86. 2.7.25. 
Temp. 19—19.5° C. Schnitte 15 St. gewdssert. C: 0.175 GM. 
Zeit: 30’ 60’ 120’ 180’ 240’ 8St. 12St. 24St. 
IC: 0.177 0.175 0.175 0.175 0.175 0.176 0.178 0.190 GM Saccharose 


II » 0.183 0.177 0.176 0.176 0.176 0.176 0.181 0.193 » Laktose 
III » 0.188 0.180 0.180 0.180 0.183 0.185 0.196 0.200 » Maltose 
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Nr. 138—140. 8.8. 25. 
Temp. 21—22°C. Schnitte 16 St. gewdssert. C: 0.164 GM. 
Zeit: 60’ 120’ 240’ 8St. 11St. 24St. 
IC: 0.167 0.166 0.166 0.169 0.172 0.1890 GM Saccharose 
II » 0.070 0.068 0.065 0.068 0.074 0.080 » » + 0.100 GM Salicin 
III » 0.075 0.070 0.070 0.069 0.070 —  » » +0.100 GM Arbutin 


Nr. 93—96. 14. 7. 25. 
Temp. 20—21°C. Schnitte 15 St. gewdssert. C: 0.170 GM. 
Zeit: 30’ 60’ 120’ 240’ 8St. 12St. 24St. 
I C,: 0.173 0.171 0.170 0.170 0.170 0.173 0.183 GM Saccharose 
II » 0.176 0.174 0.173 0.173 0.173 0.182 0.205 » Glukose 
III » 0.178 0.176 0.174 0.174 0.178 0.180 0.205 » Methylglukosid 
IV » 0.203 0.194 0.190 0.120 0.193 0.200 0.210 » Arabinose 


Nr. 109—I111. 25. 7. 25. 
Temp. 23—24°C. Schnitte 16 St. gewdssert. C: 0.160 GM. 
Zeit: 60’ 120’ 180’ 240’ 6St. 8St. 11St. 24St. 
IC,: 0.162 0.161 0.161 0.161 0.161 0.162 0.166 0.173 GM Saccharose 
II » 0.164 0.163 0.163 0.163 0.163 0.165 0.166 0.174 » Mannit 
III » 0.178 0.177 0.177 0.178 0.179 0.183 0.187 0.208 » Erythrit 


Nr. 161—163. 12.1. 26. 
Temp. 16—17° C. Schnitte 15 St. gewdssert. C: 0.220 GM. 
Zeit: 20’ 40’ 60’ 120’ 180’ 240’ 5St. 6St. 8St. 12St. 24St. 35St. 48St. 


I C;,: 0.238 0.226 0.221 0.219 0.219 0.220 0.220 0.220 0.222 0.227 0.240 — —GM Sac- 

charose 

II » 0.260 0.245 0.238 0.233 0.233 0.233 0.235 0.236 9.239 0.240 0.248 0.258 0.265 » Malon- 

amid 

III » 0.255 0.246 0.247 0.255 0.265 0.2200 —- — 0.329 — — — — » Harn- 
stoff 


Nr. 249—250. 8.2.27. 
Temp. 19—20°C. Schnitte 14 St. gewdssert. C: 0.200 GM. 
Zeit: 10’ 20’ 80’ 40’ 60’ 80’ 100’ 120’ 180’ 240° 8St. 
I C,: 0.245 0.225 0.220 0.226 0.222 0.225 0.232 0.239 0.250 0.268 0.319 GM Harnstoff 
IT » 0.255 0.225 0.224 0.224 0.225 0.225 0.228 0.230 0.245 0.260 0.301 » Dicyandiamid 


Nr. 31—82. 5.2. 25. 
Temp. 17—18° C. Schnitte 16 St. gewdassert. C: 0.197 GM. 
Zeit: 20’ 30’ 40’ 60’ 120’ 180’ 240’ 5St. 8St. 
T C,: 0.232 0.230 0.233 0.284 0.238 0.245 0.253 0.260 0.308 GM Harnstoff 
II » 0.238 0.237 0.238 0.243 0.250 0.259 0.270 0.280 0.3209 » Laktamid 


Nr. 268—269. 8.7.27. 
Temp. 21.5—22°.5. Schnitte 16 St. gewdissert. C: 0.200 GM. 
Zeit: 10’ 20’ 30’ 40’ 50’ 60’ 80’ 100’ 120’ 180’ 240’ 5St. 6St. 8St. 
I C,: 0.045 0.038 0.029 0.032 0.035 0.037 0.041 0.044 0.050 0.061 0.074 0.082 0.088 0.105 St) + 
0.200 GM Schwefelharnstoff 
TL » 0.043 0.040 0.036 0.038 0.043 0.045 0.051 0.059 0.065 0.077 0.098 0.106 0.111 0.128 S+ 
ms. 0.200 GM Methylharnstoff 


') S bedeutet hier und im folgenden: »GM Saccharose». 
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Nr. 299—300. 14.8. 27. 
Temp. 24° C. Schnitte 15 St. gewdssert. C: 0.210 GM. CaCO,-Zusatz. 
Zeit: 10’ 20’ 30’ 40’ 50’ 60’ 80’ 100’ 120’ 180’ 240’ 
I C,: 0.071 0.080 0.058 0.062 0.069 0.072 0.080 0.088 0.095 0.109 0.132 $+ 0.200 GM Glycerin 
II » 0.104 0.094 0.092 0.096 0.102 0.110 0.116 0.121 0.128 0.135 0.151 S-+ 0.200 GM Monacetin 


Ny. 213—214. 17. 6. 26. 
Temp. 18—18°.5 C. Schnitte 18 St. gewdissert. C : I= 0.165 GM, Il=0.167 GM. 
Zeit: 5’ 10’ 20’ 30’ 40’ 50% 60’ 80’ 100’ 120’ 180’ 240’ 8St. 22St. 
IC: 0.127 0.117 0.112 0.114 0.118 0.125 0.126 0.132 0.138 0.145 0.155 0.157 0.162 0.164 S-+ 0.100 
GM Dimethylharnstoff 
II » 0.123 0.115 0.115 0.118 0.127 0.140 0.147 0.153 0.157 0.160 0.164 0.166 0.167 0.168 S+ 0.100 
GM Diathylharnstoff 


Nr. 241—242. 13. 8.26. — 
Temp. 21°C. Schnitte 16 St. gewdssert. C:I=0.165 GM, II=0.164 GM. 
Zeit: 5’ 10’ 15’ 20’ 30’ 40’ 50’ 60’. 80’ 100’ 120’ 180’ 240’ 8St. 24St. 
I C,: 0.075 0.060 0.068 0.085 0.093 0.108 0.125 0.135 0.150 0.155 0.158 0.163 0.164 0.165 0.168 S 
+ 0.200 GM Succinimid 
IT » 0.108 0,103 0.108 0.113 0.126 0.130 0.138 0.140 0.150 0.153 0.155 0.157 0.159 0.164 0.164 S 
+0.20c GM Glycerinathylather 


Nr. 65—66. 2.6. 25. 
Temp. 17—18° C. Schnitte 16 St. gewdssert. C: 0.170 GM. 
Zeiten) 206309407 60! 1:20% 1807240" SSt. 19St. 
I C,: 0.000 0.015 0.042 0.060 0.100 0.130 0.152 0.168 0.169 0.174 S+0.300 GM Succinimid 
II » 0.085 0.095 0.110 0.130 0.141 0.163 0.168 0.170 0.171 0.173 S+-0.300 GM Athylenglykol 


Ny. 284—235. 29.7. 26. 
Temp. 21°C. Schnitte 16 St. gewdssert. C: I1=0.175, II=0.176 GM. 
Zeit: Fat Oot 58 202300" 40 950°) 6078 80911007 120448079407 6St, 21St. 
I C,: 0.112 0.116 0.120 0.125 0.135 0.140 0.150 0.154 0.162 0.170 0.173 0.175 0.175 0.175 0.175 S 
+ 0.200 GM Formamid 
II » 0.093 0.076 0.073 0.088 0.100 0.115 0.130 0.138 0.155 0.160 0.165 0.170 0.175 0.176 0.180S 
+ 0.200 GM Acetamid 


Nr. 2386—237. 4 8. 26. 
Temp. 21—22° C. Schnitte 16 St. gewdssert. C: I=0.160, II=0.165 GM. 
Zeit: eee 20 SOG e004 G0 80" 1007120 240 "8Stalsor 
I C,: 0.095 0.100 0.103 0.113 0.125 0.140 0.144 0.146 0.148 0.152 0.156 0.160 0.160 0.162 S+ 0.200 
: GM Formamid 
II » 0.125 0.120 0.130 0.132 0.140 0. 148 0.158 0.155 0.160 0.161 0.163 0.164 0.165 0.169 S-+ 0.200 
GM Athylenglykol 


Ny. 125—127. 30.7. 25. 
Temp. 24—24°.5 C. Schnitte 15 St. gewdssert. C: 0.175 GM. CaCO,-Zusatz. 
Zeit> 107 20’ 40° 60> 80’ 10071207 180" 240’ 8St. 22St. 
IC: 0.136 0.140 0.155 0.163 0.166 0.169 0.171 0.174 0.175 0.175 0.177 S+ 0.200 GM Athylen- 
glykol 
II » 0.130 0.130 0.140 0.155 0.157 0.158 0.159 0.160 0.163 0.173 0.179 S+0.200 GM Diacetin 
III » 0.128 0.129 0.151 0.159 0.164 0.165 0.169 0.172 0.173 0.174 0.175 S+0.200 GM a-Mono- 
chlorhydrin 
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Ny. 133—134. 3.8. 25. 
Temp. 22—23° C. Schnitte 16 St. gewdssert. C : I= 0.176, II=0.175 GM. 
Zeit: 10’ 20’ 40’ 60’ 80’ 100’ 120’ 180’ 240’ 8St. 22St. 
I Cy: 0.144 0.145 0.152 0.160 0.162 0.164 0.168 0.170 0.174 0.175 0.177 S-+ 0.200 GM Pina- 
konhydrat 
II » 0.138 0.141 0.154 0.164 0.168 0.169 0.172 0.173 0.175 0.175 0.178 S+0.200 GM Athylen- 
glykol 


Nr. 154—155. 3.1. 26. 
Temp. 16—19° C. Schnitte 18 St. gewadssert. C : I=0.206, II=0.210 GM. 
Zeit: 5’ 10’ 15’ 20’ 30’ 40’ 50’ 60’ 80’ 100’ 120’ 180’ 240’ 8St. 20St. 
I C,: 0.100 0.140 0.160 0.168 0.180 0.183 0.186 0.190 0.195 0.200 0.202 0.203 0.205 0.206 0.210S 
+(0.500 GM n-Butyramid 
II » 0.070 0.075 0.082 0.093 0.125 0.152 0.168 0.180 0.189 0.198 0.205 0.208 0.209 0.210 0.213 
+0.500 GM Propionamid 


Nr. 158—159. 9.14. 26. 
Temp. 17—19° C. Schnitte 16 St. gewdssert. C: 0.197 GM. 
Zeit: 5’ 10’ 15’ 20’ 30’ 40’ 50’ 60’ 80’ 100’ 120’ 180’ 240’ 8St. 22St. 
I C;: 0.162 0.162 0.166 0.170 0.173 0.175 0.178 0.180 0.183 0.186 0.187 0.193 0.195 — —§$ 
-+- 0.300 GM i-Valeramid 
II » 0.160 0.155 0.162 0.165 0.168 0.170 0.174 0.176 0.178 0.180 0.185 0.191 0.195 0.196 0.196 S 
+ 0.300 GM n-Butyramid 


Nr. 191—192. 3.3. 26. 
Temp. 17—18°C. Schnitte 20 St. gewdssert. C:I1=0.209, I[=0.208 GM. 
Zeit: \8’. 6” 9’ 42’ 45% 20’ 380’. 40’ 60’ 807 400° 12072407 8St195u 
I C,: 0.206 0.204 0.202 0.202 0.202 0.200 0.201 0.203 0.204 0.206 0.208 0.208 0.209 0.209 0.212 S 
+0.150 GM Methylurethan 
II » 0.202 0.200 0,199 0.198 0.198 0.197 0.195 0.196 0.198 0.200 0.203 0.205 0.208 0.208 0.200 S 
+0.150 GM Antipyrin 


Nr. 193—194, 6.3. 26. 


Temp. 17—18°C. Schnitte 19 St. gewassert. C: 1=0.183, II=0.185 GM. 
Zeit: 3’ 6’ 9’ 412’ 15’ 20’ 25’ 30’ 40’ 50’ 60’ 80’ 120’ 240’ 46St. 
I C,: 0.182 0.181 0.181 0.179 0.178 0.177 0.175 0.172 0.170 0.174 0.177 0.181 0.182 0.182 0.186 S 
+0.300 GM Methylurethan 
II » 0.185 0.183 0.183 0.182 0.182 0.180 0.180 0.179 0.180 0.181 0.181 0.184 0.185 0.185 0.185 S 
+0.300 GM Athylurethan 


Nr. 185—186. 24. 2. 26. 


Temp. 16—17°C. Schnitte 17 St. gewdssert. C:I=0.204, II=0.208 GM. 
Zeit: Bf. 6’ 9": 642" 48". 20" 195" 60" an einen code 120’ 240’ 24St. 
I C,: 0.201 0.200 0.198 0.192 0,192 0.192 0.191 0.192 0.196 0.198 0.200 0.200 0,201 0.201 0.208 S 
+1.000 GM Methylalkohol 
II » 0.203 0.200 0.194 0.193 0.198 0.192 0.193 0.193 0.194 0.195 0.198 0.201 0.204 0.206 0.210 S 
+41.000 GM Athylalkohol 
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Nr. 181—182. 14.2. 26. 
Temp. 16°C. Schnitte 16 St. gewiéissert. C : 0.187 GM. 
Zeit: 3’ 6’ 9! 12’ 15’ 20’ 25’ 30’ 40’ 50’ 60’ 80’ 120’ 240’ 48St. 
I C,: 0.182 0.181 0.180 0.177 0.176 0.174 0.174 0.170 0.172 0.173 0.175 0.178 0.182 0.184 0.191 S 


+41.000 GM Methylurethan 
IT » 0.185 0.183 0.183 0.182 0.181 0.181 0.180 0.182 0.184 0.184 0.185 0.185 0.185 0.186 0.189 S 


+ 41.000 GM Methylalkohol 


Nr. 229—230. 15.7. 26. 
Temp. 23°C. Schnitte 16 St. gewassert. C:I=0.165, I1=0.158 GM. 
Zeit: 5’ 10’ 15’ 20’ 80’ 40’ 50’ 60’ 80’ 100’ 120’ 240’ 16St. 
I C;,: 0.160 0.158 0.159 0.160 0.162 0.162 0.163 0.163 0.164 0.164 0.164 0.165 — S+ 0.100 GM 
Trimethylcitrat 
II » 0.158 0.158 0.157 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 — S+ 0.080 GM 
Triadthylcitrat 


2. Die temporiren plasmolytischen Koeffizienten und die Plasmolysekurven. 


Als passendes, in Form einer Zahl ausgedriicktes Mass fiir die tempordre 
plasmolysierende Wirkung einer bestimmten Verbindung nehme ich in dieser 
Abhandlung das Verhaltnis des urspriinglichen osmotischen Wertes (C) der 
Zellen bei Grenzplasmolyse zu der auf die schon w. o. erklarte Art gewonnenen, 
einem bestimmten Zeitpunkt entsprechenden plasmolysierenden Gtenzkon- 


zenttation der Aussenlésung (C,), also den Quotienten C: Ich nenne thn den 
1 


tempordren (also dem betreffenden Zeitbunkt entsprechenden) plasmolytischen 
Koeffizienten der gepriiften Verbindung und bezeichne thn mit a4). Bei An- 
wendung des gewéhnlichen Reihenverfahrens werden die Werte C und C, 
divekt bestimmt. (Der Wert von C wurde fast immer mit Saccharose bestimmt; 
ausnahmsweise wurde er mit KNO, festgestellt und unter Benutzung des von 
Firrinc bestimmten osmotischen Koeffizienten 1.64 auf Saccharose umge- 
rechnet.) So z. B. ist in dem auf Seite 26 geschilderten Harnstoffversuch C = 
0.180 und das 60 Min. entsprechende C, = 0.209 GM; der diesem Zeitpunkt 
entsprechende plasmolytische Koeffizient des Harnstoffs ist demnach auf 


(0.180 


Grund dieses Versuchs = Tete 0.861. — Bei Anwendung der Methode der 


Partialdrucke ist von der urspriinglichen osmotischen Konzentration der 
Zellen die Saccharosekonzentration (c) der betreffenden Lésung abzuziehen, 


wodurch man als za-Wert erhalt. Demnach ist z. B. in dem auf 


C, 


1) Frither (9) habe ich dieselbe Grésse den derzeitigen osmotischen Koeffi+ 
zienten genannt und ihn mit w bezeichnet. 
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Seite 30 beschriebenen Formamidversuch das 60 Min. entsprechende a= 


0.175 —0.154 
: _ = (),105. 


0.200 

Die Bestimmung der temporiren plasmolytischen Koeffizienten griindet sich 
somit auf keinerlei hypothetische Annahme, wie teilweise z. B. die Berechnung 
der wahrend einer bestimmten Zeit in den Zellsaft permeierten Verbindungs- 
menge, sondern allein auf empirisch festgestellte Tatsachen. 

Frrrinc’s (15) osmotischer Koeffizient, den er mit 0 bezeichnet, driickt 
das Verhaltnis der urspriinglichen Konzentration des Zellsaftes zu der Kon- 
zentration der Aussenlésung zu dem Zeitpunkt aus, wo die plasmolysierende 
Grenzkonzentration der gepriiften Verbindung ihr Minimum erreicht und 
wo nach erfolgter Maximalplasmolyse die Deplasmolyse eben einsetzt. Die 
osmotischen Koeffizienten Firrrnc’s stellen somit die Maximalwerte der tem- 
pordren plasmolytischen Koeffizienten dar. 

Aus dem Obigen erhellt, dass die temporaren plasmolytischen Koeffi- 
zienten am gréssten bei solchen Verbindungen sind, die in den kleinsten Kon- 
zentrationen die Zellen plasmolysieren, d.h. bei solchen, deren plasmoly- 
sierende Wirkung am gréssten ist. Besonders klar geht die plasmolysierende 
Wirkung der verschiedenen Verbindungen aus der graphischen Darstellung 
der bestimmten z-Werte hervor. Zwecks Veranschaulichung meiner Ergeb- 
nisse habe ich, auf Grund aller angestellten Versuche, die die plasmolysierende 
Wirkung der untersuchten Verbindungen darstellende Kurven gezeichnet. 

Auf Seite 39 lege ich in Form der graphischen Tafel I die Ergebnisse aus 
sieben vergleichenden Versuchen vor, von denen ein jeder die Bestimmung der 
plasmolysierenden Wirkung zweier verschiedenen Verbindungen umfasst. 
Diese sieben verschiedenen Plasmolyseversuche sind mit den Buchstaben 
a, b,c, d,e, f, und g bezeichnet; zum a-Versuch gehéren die Verbindungen 
a, (Saccharose) und a, (Malonamid), zum b-Versuch die Verbindungen 
b, und b, usw. Von den Versuchen sind a und b nach dem gewohnlichen 
Reihenverfahren, alle anderen nach der Methode der Partialdrucke ausgefiihrt. 

Als Abszisse ist in der graphischen Darstellung fiir jede Beobachtung die 
vom Versuchsbeginn an abgelaufene Zeit in Minuten (5—240) eingetragen 
und als Ordinate die bestimmten a-Werte (0.00—1.00). Der a-Wert von 
Saccharose ist natiirlich 1 zu den Zeitpunkten (2—4 St.), wo die maximale 
Plasmolyse beobachtet wurde. Die 2-Werte aller anderen angefiihiten Ver- 
bindungen sind kleiner als die entsprechenden Saccharosewerte und weichen, 
wie aus der Tafel ersichtlich, stark voneinander ab. Von den angefiihrten Ver- 
bindungen hat, wie man findet, Saccharose die starkste plasmolysierende Wir- 
kung gegeniiber Rhoco-Zellen, Athylalkohol die schwachste. 

Priifen wir die Kurven auf Tafel I, so bemerken wir, dass die a-Werte 
regelmassig wahrend der ersten Beobachtungszeiten steigen (Ausnahmen sind 
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Formamid und Athylenglykol), bis sie bei verschiedenen Verbindungen nach 
Ablauf verschieden langer Zeiten ihr Maximum erreichen (bei Formamid z. B. 
also schon vor der 10 Min.-Beobachtung) und dann anfangen, rascher oder 
langsamer zu sinken. (Ausnahmen: Saccharose und Malonamid, deren z- 
Werte wahrend der ersten Stunden keine Abnahme zeigen.) Es ist klar, dass 
der Gipfelpunkt der Kurven die maximale Plasmolyse anzeigt; der aufstei- 


gende Ast bezeichnet die Zunahme der Plasmolyse, der absteigende Ast die 
Deplasmolyse. 


ips Pee wafer 
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Da bloss gleichzeitig ausgefiihrte Versuche, die mit Schnitten aus demselben 
Blatt angestellt sind, streng miteinander vergleichbar sind, kann man in 
Tafel I nur die Kurve a, mit a,, b, mit b, usw. ganz genau vergleichen. (Siehe 
S. 20.) 

Es war also unerlasslich, alle urspriinglichen Kurven in eine miteinander 
vergleichbare Form zu bringen. Um dies zu erreichen, habe ich Kurven be- 
rechnet, die ich veduzterte Kurven nenne. 

Die reduzierten Kurven zeichnete ich zunachst fiir Saccharose und Harn- 
stoff. Durch Berechnung der Mittelwerte der 2-Werte aus allen denjenigen 
urspriinglichen Saccharosekurven, die sich auf vergleichende Untersuchungen 
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mit Harnstoff griindeten, erhielt ich die a-Werte der reduzierten Saccharose; 
kurve. Zugleich nahm ich als die reduzierte Harnstoffkurve den Mittelwert 
der Kurven, die den obigen urspriinglichen Saccharosekurven entsprachen. 
Diese beiden reduzierten Kurven sind vollkommen miteinander vergleichbar, 
da sie sich auf Versuche griinden, die unter ganz gleichen Verhaltnissen ge- 
macht wurden. Um die reduzierten Kurven der anderen von mir untersuchten 
Verbindungen zu erhalten, bin ich dann so verfahren, dass ich die urspriing- 
lichen Kurven aller mit Saccharose vergleichend gepriiften Verbindungen im 
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selben Verhaltnis reduzierte, in welchem die aus diesen Versuchen erzielten 
Saccharosekurven zu der schon bestimmten reduzierten Saccharosekurve 
standen. Und genau ebenso wurden die aus jedem Versuch gewonnenen 
urspriinglichen Kurven der mit Harnstoff verglichenen Verbindungen in dem 
Verhaltnis reduziert, in dem wiederum die aus diesen Versuchen erhaltenen 
urspriinglichen Harnstoffkurven zu der reduzierten Harnstoffkurve standen. — 
Nehmen wir z. B. an, in der reduzierten Harnstoffkurve sei der 1 St. entspre- 
chende a-Wert =a. Wenn ich dann z. B. Schwefelharnstoff mit Harnstoff 
vergleiche und auf Grund eines bestimmten Versuches fiir diese Verbindungen 
als 1 St. entsprechende z-Werte, fiir erstere b,, fiir letztere a, erhalte, so 
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berechne ich auf Grund dieses Versuches als reduzierten, 1 St. entsprechen- 
a:b, 
den z-Wert von Schwefelharnstoff om 
1 

Niemals habe ich ein bestimmtes Verbindungspaar mit Hilfe bloss eines, 
wenn atich vollkommen einwandfreien Reihenversuchs gepriift, sondern ich 
habe mit denselben Verbindungen immer mindestens 2, meistens 3, mitunter 
auch 4 vergleichende Reihenversuche gemacht. Alle meine definitiven, redu- 
zierten Kurven sind also zugleich auch die Mittelwertergebnisse mehrerer 
Versuche. 

Diesem Kapitel mégen die reduzierten Kurven derselben Verbindungen 
beigefiigt werden (S. 40, Tafel II), deren urspriingliche Kurven ich auf 
Seite 39 dargestellt habe. Auf Grund des Gesagten sind demnach diese auf 
Tafel II dargestellten Kurven alle miteinander zu vergleichen, also nicht mehr 
nur paarweise. — Man sieht, dass die Umrechnung keine wesentlichen Ver- 
anderungen in der Lage der Kurven im Koordinatensystem bewirkt hat. Die 
urspriinglichen kleinen Unregelmassigkeiten in der Form derselben sind zwar 
teilweise eliminiert worden (z. B. Glycerin, Monacetin, Formamid, Propion- 
amid und Athylenglykol), aber im wesentlichen ist die Form der Kurven doch 
unverandert geblieben, — ein Umstand, der fiir meine Versuchskurven iiber- 
haupt gilt. Hatte ich die Starke der plasmolysierenden Wirkung der aufge- 
fiihrten 14 Verbindungen nur auf Grund der in Tafel I dargestellten Versuche 
bestimmt, so hatte ich in besagter Hinsicht als Ergebnis dieselbe Reihenfolge 
erzielt wie auf Grund der reduzierten Kurven. 


3. Vergleich der reduzxierten Plasmolysekurven. 


Um einen guten Uberblick iiber die plasmolysierende Wirkung aller unter- 
suchten Verbindungen auf die Rhoeo-Zellen zu geben, fiige ich hier die noch 
nicht dargestellten reduzierten Kurven in vier Tafeln an, in welche ich zwecks 
Erleichterung des Vergleichs noch einmal auch einige bereits vorgefiihrte 
Kurven eintrage. 

Auf Tafel III (Seite 42) habe ich von den stark plasmolysierenden Ver- 
bindungen Malonamid, Harnstoff, Laktamid und Schwefelharnstoff und von 
den ziemlich, resp. sehr schwach plasmolysierenden Succinimid, Monochlor- 
hydrin, Athylenglykol, n-Butyramid, i-Valeramid, Methylurethan und Methyl- 
alkohol eingestellt. Auf Tafel IV (S. 43) sind hingegen eingetragen die stark 
plasmolysierenden Mannit, Arabinose und Erythrit und die miassig, resp. 
schwach plasmolysierenden Diathylharnstoff, Glycerinmonoathylather, Dia- 
cetin, Pinakonhydrat, Trimethylcitrat, Antipyrin und Triathylcitrat. 

Sehr bedeutend und leicht zu erkennen ist der Unterschied in der Form der 
Kurven der auf Tafel III und Tafel IV aufgefiihrten, ziemlich schwach plas- 
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molysierenden Verbindungen. Auf Tafel III nahern sich die Kurven V, VI 
und VII sichtlich steiler der Abszisse als auf Tafel IV die Kurven IV, V, VI 
und VII. In dieselbe Tafel eingezeichnet wiirden sie sich aus diesem Grunde 
meistens iiberschneiden. — Um diesen Umstand zu illustrieren, habe ich auf 
Tafel V (S. 44) in ein anderes Koordinatensystem vier solcher einander schnei- 
dender Kurven noch einmal eingezeichnet, und zwar: Glycerinmonoathylather 
(I) und Formamid (II), sowie Athylenglykol (III) und Pinakonhydrat (IV). 
Z1 beachten ist, dass, obwohl die o-Werte der Kurvenpaare I und II anndhernd 
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gleich gross sind, samtliche Abschnitte der Kurve I, mit den entsprechenden 
Teilen der Kurve II verglichen, verspatet auftreten. Ahnlich verhalten sich 
auch die Kurven III und IV zueinander. Bemerkenswert ist, dass die Kurven 
II und III auf dieser Tafel Verbindungen repradsentieren (Formamid und Gly- 
kol), deren Molekularvolumen merklich kleiner sind als die der von den Kur- 
ven I und IV reprasentierten Verbindungen (Glycerinmonodthylather und 
Pinakonhydrat; siehe Tabelle II, S. 87). Ganz allgemein méchte ich auch, 
als eine auf meinen Ergebnissen basierende Beobachtung, die Behauptung 
aufstellen, dass von den Plasmolysekurven zweier, ihrem Molekularvolumen 
nach sehr verschieden grosser Verbindungen im allgemeinen die Kurve dey grés- 
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sermolekularen V erbindung in allen ihren Teilen flacher, die der kleinermolekula- 
ven hingegen steiler ist, falls die o-Werte der betreffenden Verbindungen wenigstens 
annihernd gleich gross sind. Die Belege hierfiir bieten sich schon beim Priifen 
der reduzierten Kurven der ziemlich schwach plasmolysierenden Verbindun- 
gen auf.den vorgefiihrten Tafeln. Die besten Beispiele fiir Verbindungen, die 
steile x-Kurven haben, sind Athylenglykol (14.4)), Propionamid (19.5), Form- 
amid (10.6), Acetamid (14.9) und Succinimid (27.1). Deutlich flachkurvig 
sind wiederum z. B. Antipyrin (56.1), Trimethylcitrat (50.3), Pinakonhydrat 
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(55.3) und Diacetin (39.4), sowie in ziemlich betrachtlichem Grad Glycerin- 
monodathylather (30.0). In den Kurven sehr stark oder ganz schwach plasmoly- 
sierender Verbindungen kann man diese Ziige wegen der geringen Unter- 
schiede der aufeinanderfolgenden 2-Werte nicht deutlich wahrnehmen. 

Auf Tafel V sehen wir ferner die Plasmolysekurven mehrerer besonders 
schwach plasmolysierenden Verbindungen. Es sind dies: Trimethylcitrat, 
Methylurethan, Athylurethan, Athylalkohol, Methylalkohol und Triathyl- 
citrat. Die Unterschiede in der plasmolysierenden Wirkung dieser Verbin- 


1) Die in Klammern befindlichen Zahlen geben die Molrefraktionen der 
betreffenden Verbindungen an. 
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dungen sind, wie aus den Kurven hervorgeht, sehr gering, aber trotzdem ziem- 
lich konstant. — Die kleinsten Unterschiede hinsichtlich der plasmolysieren- 
den Wirkung zeigen sich jedoch unter den von mir untersuchten Verbindungen 
bei den am starksten plasmolysierenden. Zu diesen gehéren: die mehrwertigen 
Alkohole Erythrit und Mannit, die Monosaccharide Arabinose und Glukose 
die Disaccharide Saccharose, Laktose und Maltose, die Glukoside Methyl- 
glukosid, Arbutin und Salicin, sowie auch Malonamid. Auf Tafel VI, S. 45, 
sind die Kurven besonders stark plasmolysierender Verbindungen nebst der 
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Harnstoffkurve eingezeichnet. Das Koordinatensystem ist auf dieser Tafel 
so abgedndert, dass auch kleine Unterschiede in den a-Werten der 
verschiedenen Verbindungen sichtbar werden; ausserdem ist der Kurvenver- 
lauf wegen der langsamen Deplasmolyse bis zu 24 St. dargestellt. 


4, Einfluss der Lésungskonzentration auf die Grésse der a-Werte. 


Bei der Bestimmung der a-Werte verschiedener Verbindungen muss man 
aus praktischen Griinden einige Stoffe in grésseren, andere in kleineren Kon- 
zentrationen verwenden. Es war folglich wichtig und schon an und fiir sich 


oy 
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interessant, nachzusehen, ob die Konzentration der zu untersuchenden Ver- 
bindung in den Lésungsreihen irgendeinen Einfluss auf die Grosse det gefun- 
denen z-Werte hat. 

Fiir diese Spezialuntersuchung wahlte ich zundchst drei solche Verbin- 
dungen, von denen ich jede zu gleicher Zeit sowohl unter Anwendung des 
gewohnlichen Reihenverfahrens wie der Methode der Partialdrucke verglei- 
chend untersuchen konnte, namlich Harnstoff, Methylharnstoff und Gly- 
cerin. Da jedoch diese Verbindungen die Rhoco-Zellen verhaltnismassig gleich 
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stark plasmolysieren, untersuchte ich ausserdem noch Propionamid und Athy- 
lenglykol unter alleiniger Anwendung der Methode. der Partialdrucke, aber 
diese so, dass die konstanten Konzentrationen der untersuchten Verbindung 
in den beiden Lésungsreihen ungleich gross waren. Ich fithre hier zur Erlau- 
terung die in jedem der verschiedenen Versuche von mir benutzten Konzen- 
trationen an: 

1)-Harnstoff (S. 46, Tafel VII; Kurven I u. II). Kurve I ist das Ergebnis 
aus dem Versuch nach der Methode der Partialdrucke, bei dem die Harnstoff- 
konzentration in allen Lésungen 0.100 GM war. Kurve II zeigt den gleich- 
zeitigen, gemass dem gew6éhnlichen Reihenverfahren gemachten Versuch, wo- 
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bei die betreffenden Harnstoffkonzentrationen 0.170—0.z80 GM waren. Auf 
Tafel VII sind die 2-Werte dieser Versuche nur bis 4 St. vermerkt; doch setzte 
ich den Versuch 10 St. fort und ermittelte zuletzt die a-Werte 0.542 fiir Kurve 
I und 0.566 fiir Kurve II. 

2) Methylharnstoff (Kurven III u. IV). Kurve III ist mittels der Methode 
der Partialdrucke gewonnen; die Methylharnstoffkonzentration war dabei 
0.20 GM. Kurve IV wiederum ist das Ergebnis eines mit dem gewohn- 
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lichen Reihenverfahren ausgefiihrten Versuchs, bei dem die Konzentrationen 
0.200—0.400 GM waren. Diesen Versuch setzte ich 8 St. fort, wobei der a- 
Wert der Kurve III zuletzt = 0.330 und der a-Wert der Kurve IV = 
0.359 war. 

3) Glycerin (Kurven V u. VI). Kurve V mittels der Methode der Partial- 
‘drucke gewonnen, Glycerinkonzentration dabei 0.200 GM; Kurve VI mittels 
des gewohnlichen Reihenverfahrens, Glycerinkonzentrationen ().240—0.480 GM. 
Der eigentliche Versuch innerhalb 4 St. ausgefiihrt. 

4) Propionamid (Kurven VII u. VIII). Beide mit der Methode der Par- 
tialdrucke gewonnen, in dem Kurve VII entsprechenden Versuch war die 


ACTA BOTANICA FENNICA 5 | 47 


Propionamidkonzentration 0.500 GM, in dem Kurve VIII entsprechenden 0.200 
GM. Dauer des eigentlichen Versuchs: 4 St. 

5) Athylenglykol (Kurven IX u. X). Beide Versuche mit der Methode der 
Partialdricke ausgefiihrt. Kurve IX stellt das Ergebnis aus dem Versuch 
dar, in welchem die Athylenglykolkonzentration 0.500 GM war, und Kurve 
X aus dem Versuch, in welchem die Konzentration 0.200 GM war. Eigentliche 
Versuchsdauer: 4 St. 

Ausserdem versuchte ich noch, die Athylenglykoluntersuchung parallel 
mit der Methode der Partialdrucke (Konzentration 0.200 GM) und dem ge- 
wohnlichen Reihenverfahren auszufiihren. Bei Anwendung des letzteren 
stiegen die Athylenglykolkonzentrationen jedoch so hoch (0.500—2,.000 GM), 
dass bei der Nachuntersuchung des folgenden Tages nur die Schnittzellen der 
schwachsten Lésungen (0.500—0.600 GM) lebend waren. In diesem Versuch 
sah ich bei Anwendung des gewohnlichen Reihenverfahrens (also grésserer 
Konzentrationen) die Deplasmolyse sich verlangsamen. Z.B. nach 1 St. 
_ erhielt ich als a-Werte entsprechend 0.072 und ().148. Das liesse sich z. B. so 
erklaren, dass das Athylenglykol in zu grossen Konzentrationen das Proto- 
plasma derartig beschadigt, dass Exosmose aus den Zellen stattfindet; wenn 
der urspriingliche osmotische Wert des Zellsafts auf die Weise sich verklei- 
nert, so verlangsamt sich natiirlich auch die Deplasmolyse. 

Bei Priifung der auf Tafel VII zusammengestellten Kurven muss man 
zugeben, dass sie, paarweise verglichen: I u. II, III u. IV, Vu. VI, VITu. 
VIII, IX u. X (sie sind nicht reduziert, folglich nicht alle miteinander ver- 
gleichbar), sehr schén iibereinstimmen. Die gréssten Abweichungen treten in 
den Methylharnstoffkurven zu Tage (100’—240'); aber auch diese Kurven 
stimmen dennnoch so gut, dass keiner der ermittelten Werte die der plas- 
molysierenden Wirkung dieser Verbindung gemasse Stellung zu den anderen 
untersuchten Verbindungen verdndern wiirde. Auf Grund dieser Versuche 
méchte ich die Behauptung aufstellen, dass die plasmolytisch bestimmten x- 
Werte der von mir untersuchten Verbindungen von der fiir den Versuch ange- 
wandten Konzentration der betreffenden Verbindung unabhangig sind. Dies aber 
‘nur in dem Fall, dass bei den Versuchen allzu grosse, die Zellen schadigende 
Konzentrationen vermieden werden. Dieses Ergebnis ist erstens in me- 
thodischer Hinsicht von Wichtigkeit, denn es erlaubt mir, die erzielten 
Ergebnisse miteinander zu vergleichen, ungeachtet der angewandten ver- 
schieden grossen Konzentrationen und unabhangig davon, ob dieselben 
mittels des gewdhnlichen Reihenverfahrens oder der Methode der Partial- 
drucke gewonnen sind. 

Aus dem Umstand, dass die z-Werte der untersuchten Verbindungen von 
den angewandten Konzentrationen unabhangig sind, folgt weiter, falls man 
nicht zt ganz unwahrscheinlichen Hilfshypothesen greifen will, dass die 
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wihrend der Zeiteinheit in die Rhoeo-Zellen permeierten Mengen der Konzen- 
tration der Aussenlisung proportional sein miissen.1) Dies deutet darauf hin, 
dass die untersuchten Verbindungen, den allgemeinen Diffusionsgesetzen 
folgend, in die Zellen eindringen. Diesen Umstand werde ich spater an neuen, 
besonderen Beispielen erlautern (S. 64—77). 


Ill. Permeabilitatsuntersuchungen. 


A. Inwieweit kann man aus den Plasmolysekurven Schlisse auf die 
Permeiergeschwindigkeit und auf das Permeiervermiégen ziehen? 


Im vorhergehenden Teil wurde betont, dass die plasmolytischen Koeffi- 
zienten, und somit auch die Plasmolysekurven, sich ausschliesslich auf rein 
experimentell beobachtete Tatsachen griinden. Es steckt also in ihnen nichts 
Hypothetisches. Ganz anders sieht sich jedoch die Sache an, sobald man an- 
fangt, aus den erhaltenen Plasmolysekurven Schlussfolgerungen auf das 
Permeieren der untersuchten Verbindungen zu ziehen. Im folgenden wollen 


wir versuchen, uns einen Begriff davon zu bilden, wieweit sich die Plasmolyse- 


kurven zu diesem Zweck verwenden lassen. 

Wir wollen von einem bestimmten Beispiel ausgehen: Nehmen wir an, 
wir hatten festgestellt, dass der Zuckerwert des Zellsaftes der Epidermiszellen 
eines Rhoco-Blattes 0.200 GM ist. Bringen wir nun die Schnitte dieses Blattes 
z. B. in eine Harnstoffreihe, so konstatieren wir, dass die plasmolysierende 
Grenzkonzentration des Harnstoffs nach Verlauf einer Stunde z. B. 0.230 GM 
ist und nach 2 Stunden z. B. 0.260 GM. Warum ist nun zum Zustandebringen 
der Grenzplasmolyse eine gréssere Harnstoff- als Saccharosekonzentration 
notig, und warum nimmt die plasmolysierende Grenzkonzentration des Harn- 
stoffs wahrend des Versuchs dauernd zu? Offenbar u.a. deshalb, weil die 
untersuchten Protoplasten gegeniiber der Harnstofflésung nicht so semi- 
permeabel sind wie gegeniiber der Saccharoselésung. Der Harnstoff permeiert 
ununterbrochen durch das Protoplasma in den Zellsaft, und infolgedessen 
nimmt die plasmolytische Grenzkonzentration der Zellen immer mehr und 
mehr zu. Unter solchen Umstanden liegt natiirlich auch der Gedanke nahe, 
aus der zeitlichen Veranderung der plasmolysierenden Grenzkonzentration 
zu berechnen zu suchen, mit welcher Geschwindigkeit der Harnstoff in 


die Zelle permeiert. Da beobachtet wurde, dass die plasmolysierende Grenz- - 


konzentration in unserem Beispiel nach einer Stunde 0.230 GM war, kénnte man 


') An der Richtigkeit dieses Ergebnisses kann ich nicht zweifeln trotz 
der gegenteiligen Angabe Fi1T1ING’s (17, S. 118), wonach aus geringeren Gly- 
cerinkonzentrationen verhdltnismassig mehr Glycerin in die Rhoeo-Zellen auf- 
genommen werden soll als aus héheren. 
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annehmen, dass wahrend der ersten Versuchsstunde 0.230—0.200 = 0.030 GM 
Harnstoff in die Zelle permeiert ist. Ist nach zwei Stunden die plasmoly- 
sierende Grenzkonzentration 0.260 GM, so wiirde dies vielleicht bedeuten, dass 
bis zu diesem Zeitpunkt im ganzen 0.260—0.200 = 0.060 GM Harnstoff permeiert 
ware usw. Oder allgemein formuliert: die im Zellsaft jeweils herrschende 
Konzentration, x, der permeierenden Verbindung, in Prozenten der Aussen- 
lésungskonzentration ausgedriickt, wiirde sein: 

pe a 2) 

Cy 
saftes im Grenzplasmolysezustand und C, die nach einer bestimmten Zeit 
festgestellte plasmolysierende Grenzkonzentration der untersuchten Verbin- 
dung (im obigen Beispiel Harnstoff) ist. Bei Anwendung der Methode der Par- 
tialdrucke ware dementsprechend x = : . MeGuine lh worin c die Saccha- 
rosekonzentration der grenzplasmolytischen ree darstellt. 

Uberlegen wir uns aber die Sache genauer, so werden wir leicht bemerken, 
dass der obige Schluss nur in dem Fall richtig ist, dass ganz bestimmte Bedin- 
gungen erjullt sind. Diese Bedingungen sind: 

1) dass die Konzentration der plasmolysierenden Verbindung unmittelbar 
ausserhalb der 4usseren Plasmahaut wahrend der ganzen Versuchszeit ebenso 
gross ist wie in der tibrigen Aussenlésung; 

2) dass aquimolekulare Lésungen von Nichtelektrolyten (in unserem Bei- 
spiel Saccharose- und Harnstofflésung) untereinander genau isosmotisch sind; 

3) dass die osmotische Wirkung der gelésten Verbindung ausschliesslich 
davon abhangt, wie gross ihre Konzentration an der Aussenflache der Proto- — 
plasten ist und demnach nur mittelbar, aber keineswegs unmittelbar davon 
abhangt, inwieweit das Plasma sie durchlasst; 

4) dass das Protoplasma die ganze Versuchszeit hindurch leicht beweglich 
ist, so dass schon eine minimale Kraft hinreicht, um es von der Zellmembran 
abzuheben, und ebenso, um es wahrend der Deplasmolyse auszudehnen; 

5) dass die Zellsaftkonzentration sich wahrend des Versuchs nicht unter 
dem Einfluss von Anatonose-, Katatonose- oder Exosmoseprozessen ver- 


, worin C der urspriingliche osmotische Wert des Zell- 


andert; 

6) dass die osmotische Wirksamkeit der in die Zelle eingedrungenen, plas- 
molysierenden Verbindung (in unserem Beispiel des Harnstoffs) sich in der 
' Zelle weder vergréssert noch verringert; 

7) falls der Versuch unter Anwendung der Methode der Partialdrucke aus- 
gefiihrt worden ist, muss man ausserdem annehmen, dass der dazu ange- 
wandte Zucker wahrend des Versuchs gar nicht in die Zellen permeiert. 

Untersuchen wir nun der Reihe nach, inwieweit die obigen Vorbedingun- 
gen bei meinen Versuchen realisiert worden sind: 
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1) Der erste Umstand, der bei plasmolytischen Versuchen die mathemia - 
tisch genaue Bestimmung der Permeiergeschwindigkeit unmédglich macht, 
ist der, dass die untersuchte Verbindung direkt ausserhalb der Aussenflache 
der Protoplasten in einer unbekannten, meist etwas kleineren Konzentration 
als in der iibrigen Aussenlésung vorhanden ist. Deshalb muss man auch, wenn 
man die erhaltenen Plasmolysekurven priift und aus ihnen folgert, mit wie 
grosser Geschwindigkeit die untersuchten Verbindungen durch die Proto- 
plasten dringen, sich zumal dem Anfangsteil der Plasmolysekurven gegeniiber 
mit dusserster Vorsicht verhalten. Es ist namlich klar, dass das allmahliche 
Ansteigen der Kurven bis zu einem gewissen Héchstpunkt eben hauptsachlich 
davon abhangt, dass die Diffusion der untersuchten Verbindungen aus der 
Aussenlésung durch das Gewebe bis an die a4ussere Plasmahaut der beobach- 
teten Zellen eine bestimmte, fiir die verschiedenen Verbindungen verschieden 
lange Zeit in Anspruch nimmt. Aber auch noch nachdem der Gipfelpunkt 
der Plasmolysekurve erreicht oder sogar bereits passiert ist, wird die Konzen- 
tration dicht an der Aussenflache der Protoplasten meistens kleiner als in der 
iibrigen Aussenlésung sein, sofern der Stoff merklich durch das Protoplasma 
permeiert. 

Diese Fehlerquelle wirkt auf alle untersuchten Verbindungen in gleicher 
Richtung, d. h. sie erweckt den Anschein, als ob, vor allem wahrend der An- 
fangszeit des Versuchs, von jeder Verbindung gréssere Mengen in die Zellen 
eingedrungen waren, als tatsachlich der Fall ist. In quantitativer Hinsicht 
aber ist der Einfluss dieser Fehlerquelle in bezug auf verschiedene Verbin- 
dungen sehr ungleich, wie weiterhin naher auseinandergesetzt werden wird. 
Schon hier mége erwahnt werden, dass der Einfluss dieser Fehlerquelle, wie 
leicht einzusehen ist, desto grésser ist, 1) je rascher eine Verbindung durch 
das Plasma permeiert, und 2) je langsamer sie durch die Zellwand bis an die 
Aussenflache des Protoplasmas diffundiert. 

In diesem Zusammenhang sei noch auf eine hypothetische Fehlerquelle 
aufmerksam gemacht. Es liesse sich denken, dass die lipoidléslichen Verbin- 
dungen méglicherweise durch die fiir lipoidunlésliche Verbindungen undurch- 
lassige Kutikula in die Epidermiszellen dringen wiirden, wodurch vielleicht 
Unterschiede hinsichtlich des Vermégens lipoidléslicher und -unléslicher 
Stoffe, durch das Plasma zu permeieren, vorgetauscht werden kénnten. Dass 
die Diffusion auch der lipoidléslichen Verbindungen wenigstens fast ausschliess- 
lich auf denselben Wegen erfolgen muss wie die anderer Stoffe, also nicht 
durch die Kutikula, kénnen wir jedoch feststellen, wenn wir die Art priifen, 
wie die Zellen der Rhoeo-Schnitte in hypertonischen Lésungen lipoidléslicher 
Verbindungen plasmolysiert werden. Hierbei fangt namlich die Plasmolyse 
niemals weder mitten im Schnitte an, noch findet sie in samtlichen Epidermis- 
zellen gleichzeitig statt, wie man, falls die Kutikula die lipoidléslichen Ver- 
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bindungen leicht durchliesse, erwarten wiirde; vielmehr beginnt die Plasmolyse 
ganz regelmassig —- wir kénnen wohl sagen: immer — von den Randzellen des 
Schnittes aus und schreitet von ihnen aus allmahlich nach den Epidermis- 
zellen des Mittelpunktes zu fort. Dieselbe Beobachtung machte auch Pot- 
JARvI hinsichtlich des Eindringens von lipoidléslichen Stickstoffbasen in 
Rhoeo-Schnitte (55). — In keinem Fall kann die beobachtete, gréssere Per- 
meiergeschwindigkeit lipoidléslicher Verbindungen daher rithren, dass sie 
auch durch die Kutikula gehen. Sollten sie wahrend des Versuchs auch wirk- 
lich den besagten Weg bis zur Plasmahaut genommen haben, so wiirde sich 
ihr plasmolysierender Einfluss dabei im Anfang des Versuchs als starker 
erwiesen haben als in dem Fall, dass sie bis zu den Plasmahauten nur auf den- 
selben Wegen diffundiert waren wie auch die nichtlipoidléslichen Verbin- 
dungen. Die Plasmolysekurven von lipoidléslichen Verbindungen wiirden 
sich im angenommenen Fall in allen ihren Teilen steiler gestaltet haben, d. h. 
_ sowohl die Plasmolyse wie die Deplasmolyse waren verhaltnismassig zu stark 
erfolgt, aber eine zu grosse Permeiergeschwindigkeit dieser Stoffe wiirde hier- 
durch nicht vorgetauscht werden. ; 

2) Vorhin wurde bereits hervorgehoben, dass bei den ausgefiihrten Plas- 
molyseversuchen ganz allgemein volumnormale Lésungen angewandt worden 
sind, trotzdem der osmotische Druck eher der Gewichtsnormalitat der Lésun- 

gen proportional ist (57). Spater, beim Auslegen meiner Ergebnisse (S. 89), 
techne ich deshalb die mit volumnormalen Lésungen erzielten o-Werte der 
langsam permeierenden Verbindungen auf Gewichtsnormalitat um. 

Bei schnell permeierenden Stoffen ist eine derartige Umrechnung wegen 
anderer, viel grésserer Fehlerquellen: iiberfliissig: so z. B. lasst sich ja die 
Konzentration der Lésung an der Aussenflache der Protoplasten nur sehr 
wenig genau angeben. 

Aber auch wenn man gewichtsnormale Lésungen in Betracht zieht, muss 
man sich bewusst sein, dass die osmotischen Gesetze vAN’T HOFF’s nicht genau 
fiir reale, sondern nur fiir ideale Lésungen stimmen. — Die von mir bestimm- 
ten plasmolytischen Koeffizienten weichen jedoch, wenn man die Gesamtheit 
der untersuchten Verbindungen iiberblickt, so stark voneinander ab, dass 
diese Fehlerquellen die grossen Ziige meiner Untersuchungen nicht haben 
erheblich beeinflussen kénnen. Wohl aber sind diese Fehlerquellen zu beriick- 
sichtigen, wenn es gilt, die Permeiergeschwindigkeiten sehr langsam eindrin- 
gender Stoffe.miteinander zu vergleichen. Ich komme deshalb spater bei 
der Betrachtung der Plasmolysekurven langsam permeierender Verbindungen 
noch auf diese beiden Einwande zuriick (8. 89). 

3) Es leuchtet ohne weiteres ein, dass die schwachere plasmolytische Wir- 
kung einer permeierenden Verbindung, verglichen mit derjenigen eines nicht 
eindringenden Stoffes, zum Teil davon herriihrt, dass infolge der Permeation 
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der Konzentrationsunterschied zwischen Zellsaft und Aussenlésung vermindert 
wird. Aber auch nur zum Teil. Besonders wenn man die Sache vom mole- 
kularkinetischen Standpunkt aus betrachtet, sieht man leicht ein, dass die 
Grosse des in Erscheinung tretenden osmotischen Druckes von den Permea- 
bilitatseigenschaften der in Frage kommenden Membran direkt abhangig sein 
muss, d. h. der an einer nicht ganz semipermeablen Membran gemessene osmo- 
tische Druck muss hinter der theoretisch berechneten Druckgrésse zuriick- 
bleiben, auch wenn es durch geeignete Einrichtungen gelange, den Konzentra- 
tionsunterschied zwischen den Fliissigkeiten zu beiden Seiten der Membran 
unverdndert zu halten. Vgl. TamMMANN (76), LEPESCHKIN (32; 35—36) und 
v. Anrroporr (1). (Die gegenteilige Ansicht BLACKMAN’s (2), ist nicht halt- 
bar.) Dabei kommt es nicht, wie TAMMANN und LEPESCHKIN angenommen 
haben, bloss auf die Durchlassigkeit der Membran fiir den gelosten Stoff an, 
sondern auch auf ihre Permeabilitat fiir das Lésungsmittel, wie v. ANTROPOFF 


in seiner von den Physiologen viel zu wenig beachteten Arbeit dargelegt hat. 


Nach vy. ANTROPOFF haben wir tns die Sache folgendermassen vorzustellen: 
Der theoretische, auf Grund der Gasgesetze berechnete osmotische Druck 
(der van’? Horr’sche Druck) tritt nur dann in Erscheinung, wenn die Lésung 
an eine ideale semipermeable Membran grenzt, d.h. an eine Membran, die 
fiir den gelésten Stoff vollkommen undurchlassig, fiir das Lésungsmittel da- 
gegen ganz frei durchlassig ist. Fiir alle realen Membranen gilt dagegen die 
Gleichung: 

P =P2—% =p (1_%), 


m 
0 0 


worin P,,, den experimentell zu messenden Druck, P den theoretischen VAN’? 
Horr’schen Druck, o die Durchlassigkeit der Membran fiir das Lésungsmittel 
und o, ihre Durchlassigkeit fiir den gelésten Stoff bedeutet. 

Versuchen wir das Obengesagte auf die ausgefiihrten Plasmolyseversuche 
anzuwenden, so ist zu beachten, dass die Permeabilitat der Protoplasten fiir 
Wasser offenbar sehr gross und zwar vermutlich in allen ausgefiihrten Ver- 
suchen ungefahr gleich gross ist, so dass also der o-Wert in der obigen Glei- 
chung gross, aber trotzdem noch endlich ist. Aber je rascher auch das Per- 
meieren der untersuchten Verbindung durch die Plasmahaut stattfindet, 


4 oO 
einen desto grésseren Wert bekommt der Ausdruck sia und desto mehr bleibt 
Oo 


somit die beobachtete osmotische Wirksamkeit (d. h. die plasmolytische Wir- 
kung) hinter der theoretisch berechneten zuriick. Diese Fehlerquelle macht 
sich also in allen ausgefiihrten Versuchen in derselben Richtung, aber in un- 
gleichem Grade bemerkbar, d. h. ihr zufolge sind alle auf die Plasmolysekurven 
sich griindenden Masszahlen der Permeiergeschwindigkeit zu gross, und dies 


+. 
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am meisten bei den am raschesten permeierenden Stoffen. Die auf den Plas- 
molysekurven basierende Reihenfolge der Permeiergeschwindigkeiten der 
untersuchten Verbindungen kann jedoch durch diesen Umstand nicht gestért 
werden; unter seiner Einwirkung senken sich nur die Kurven im Koordinaten- 
system alle weiter nach unten und riicken z. T. mehr auseinander. 

4) Hier ist die Méglichkeit zu erwagen, dass die Rhoeo-Protoplasten, wenn 
man sie lange in plasmolysiertem Zustande in den verschiedenen Lésungen 
halt, in irgendeiner Weise ihre urspriingliche Ausdehnungsfahigkeit einbiissen 
k6nnen. So hat z. B. KtstEr festgestellt, dass plasmolysierte Alliwm-Zellen 
in 1-norm. Saccharoselésung nach dreimal 24-stiindiger Behandlung eine 
neue Zellmembran um das zusammengezogene Plasma bilden. Nach nur 
einer 24-stiindigen Behandlung konnte er freilich diese Erscheinung niemals 
beobachten (30, S. 694). (Vgl. auch BRENNER 3, S. 80.) Ferner hat KistTeER 
an Allium-Epidermiszellen beobachtet, dass die Plasmahaute nach einer 
vielstiindigen Behandlung, z.B. in 1-norm. Kalciumnitrat- und auch in 
Saccharoselésung (29; 21, S. 407—408), deutlich steif werden. 

Dass diese Fehlerquelle meine Versuchsresultate nicht beeinflusst haben 
diirfte, scheint u. a. aus dem Umstand hervorzugehen, dass ich bei den Nach- 
beobachtungen festgestellt habe, dass die plasmolysierten Zellen, wenn sie 
gesund sind, in Leitungswasser deplasmolysiert werden kénnen, und ferner 
auch daraus, dass der Deplasmolysevorgang in Saccharose auch wahrend 
langdauernder Versuche nicht aufhérte, sondern so lange stattfand, wie 
der Versuch fortgesetzt wurde. Um die Frage weiter zu klaren, habe ich ein 
paar Sonderversuche angestellt. 

Zuerst bereitete ich eine Saccharoselésungsreihe, in der die Schnitte 22 
Stunden lagen, und bestimmte dann die dieser Zeit entsprechende plasmoly- 
sierende Grenzkonzentration (0.162 GM). Hierauf brachte ich die in der L6- 
sungsreihe gewesenen Schnitte in andere Lésungen derselben Reihe. Z. B. 
wurde der Schnitt der Lésung 0.140 in die Lésung 0.160 gelegt, der Schnitt der 
Loésung 0.190 in 0.155 usw., ganz ohne irgendwelche bestimmte Reihenfolge. 
Zwei Stunden spater bestimmte ich die plasmolysierende Grenzkonzentration 
von neuem, die unverandert gefunden wurde. Folgender Protokollauszug 
erlautert den Versuch: 


Versuch Nr. 263. 
0.140 0.145 0.150 0 155 0.160 0.165 0.170 0.175 0.180 0.185 0.190 C, 
22 St. 0 0 0 jae iene. a plaadi ple ipl pl 0.162 
24St. 0 0 Claeys 2c pl Spl pls pl «pl 0.162 


Aus dem Ergebnis geht klar hervor, wie empfindlich die plasmolysierten 
Protoplasten auch sehr kleinen Konzentrationsunterschieden gegentiber noch 
nach 22-stiindiger Saccharosebehandlung sind. Auch dieser Versuch ist somit 
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geeignet zu erharten, was bereits im Vorhergehenden tiber die hervorragende 
Eignung der Rhoeo-Zellen fiir grenzplasmolytische Versuche gesagt worden 
ist. — Den obigen Versuch fiihrte ich ausser mit Saccharose auch mit Malona- 
mid aus. Dabei erhielt ich nach 22 St. als plasmolysierende Grenzkonzentra- 
tion 0.159 und als den 24 Stunden entsprechenden Wert 0.160. Der Unter- 
schied ist demnach nur 0.001 GM Malonamid: Und auch dieser minimale Unter- 
schied kann aus dem langsamen Permeieren des Malonamids in die Zellen 
innerhalb von 2 Stunden herrithren. Die Empfindlichkeit der Rhoeo-Zellen 
gegeniiber kleinen Druckunterschieden nimmt also nicht wahrend einer 22- 
stiindigen Saccharose- oder Malonamidbehandlung ab, wenn auch die Zellen 
wahrend dieser Zeit sich plasmolysiert in den Lésungen der betreffenden Ver- 
bindungen befinden. 

Verhadltnismassig oft wird auch in der Permeabilitatsliteratur auf die 
Fehlermoglichkeit hingewiesen, die bei den Grenzkonzentrationsbestimmungen 
aus dem Festhaften des Plasmas an der Zellmembran und dem daraus ent- 
springenden Widerstand beim Plasmolysiertwerden der Zellen entstehen kann. 
Dass die Protoplasten der Rhoeo-Zellen tatsachlich an der Innenflache der 
Membran festhaften, davon kann man sich beim Betrachten schwachplasmo- 
lysierter Zellen leicht iiberzeugen. Dabei kann man namlich haufig feststellen, 
dass das Plasma sich an irgendeinem vorspringenden Eckteil der Zelle von der 
Zellmembran losgelést hat und als ein nach innen eingedelltes diinnes Haut- 
chen erscheint. Das Festhaften des Plasmas an der Membran bewirkt theore- 
tisch, dass die plasmolytisch festgestellten Grenzkonzentrationen zu hoch 
ausfallen. Dass dieser Umstand jedoch bei den angestellten Versuchen keine 
ethebliche Bedeutung gehabt hat, scheint bereits aus den obenerwahnten 
Grenzkonzentrationsbestimmungen mit Malonamid und Saccharose (S. 53) 
hervorzugehen. 

Am allerdeutlichsten zeigen jedoch folgende Versuche, die speziell zur 
Bestimmung der Grésse der Adhasion der Protoplasten ausgefiihrt wurden, 
dass diese Fehlerquelle praktisch gar nicht in Frage kommt. Ich bereitete 
eine um 0.004 GM abgestufte Saccharosereihe, mit deren Hilfe ich den osmo- 
tischen Wert der Zellen einer Schnittserie nach zweistiindigem Verweilen in 
den Zuckerlésungen bestimmte. Dieser osmotische Wert (C,) wurde im ersten 
derartigen Versuch gleich 0.1899 GM gefunden. Hiernach wurden dieselben 
Schnitte in einer schwach hypertonischen Saccharoselésung (0.220 GM) im 
Verlauf einer halben Stunde plasmolysiert, wonach sie in die urspriingliche 
Saccharosereihe zuriickversetzt wurden, so dass jeder einzelne Schnitt in 
dieselbe Lésung kam, worin er sich bei der ersten Bestimmung der Grenz- 
konzentration befand. Jetzt wurde die Grenzkonzentration von neuem nach 
2 Stunden bestimmt. Ihr Wert (C,) war jetzt wiederum 0.180 GM. (Obwohl 
diese Befunde ja eigentlich schon geniigt haitten, wurden die Schnitte dann 
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unter genauer Beibehaltung ihrer Reihenfolge in Leitungswasser gebracht, 
wo sie nach einer halben Stunde vollstandig deplasmolysiert waren. Nachdem 
sie hiernach wieder 2 St. in der Zuckerserie gelegen hatten, bestimmte ich 
die plasmolysierende Grenzkonzentration (C) zum drittenmal. Sie wurde 
wiederum gleich 0.189 GM gefunden.) Das Protokoll lautet: 


Versuch Nr. 318. 
0.176 0.180 0.184 0.188 0.192 0.196 0.200 Pl. Gr, 
Deer or eGo. ph’. pl URL pee Or) 
Whe 4G 0 GE Sst Tole 5)! Orton (a= ca) 
Le eer ey 4, Secepl pl’ pl G489, (== C,) 


Es sei hervorgehoben, dass in sémtlichen Versuchen dieser Art die Plas- 
molysegrade durch genaues Zahlen der plasmolysierten und unplasmolysier- 
ten Zellen bestimmt wurden. 

Es wurden im ganzen fiinf derartige Versuche ausgefiihrt. Dabei wurden 
folgende plasmolysierende Grenzkonzentrationen gefunden: Versuch 315: 
cy = 01s, C, = 0a, C,= 0.190. Versuch 316: C, = 0.210, C, = 0.211, C, = 
are versnch ot 77 CP = 0.122, °C, = 0.182, C, = "0/182. Versuch 348:* C, = 
aes Cy 0200, C, == 0.200, Versuch 319: C, = 0.178, C, = 0.178, Cy = 0.178, 

Wir sehen somit eindeutig klar, dass die Kraft, womit das Protoplasma der 
Epidermiszellen von Rhoeo an den Zellwanden haftet, so ausserordentlich 
gering ist, dass sie bei der Bestimmung der plasmolysierenden Grenzkonzentra- 
tion keine Fehler verursacht. 

5) Sehr haufig finden wir in der Permeabilitatsliteratur die Katatonose- 
(21, S. 413) und die Exosmoseerscheinung als Fehlerquellen bei Plasmolyse- 
untersuchungen erwahnt. Zumal Stites betrachtet die eventuell aus den 
Zellen erfolgende Exosmose als eine besonders gefahrliche Fehlerquelle fiir 
die quantitativen Permeabilitatsbestimmungen auf plasmolytischem Wege 
und kritisiert gerade in diesem Punkt z. B. TRONDLE’s, LEPESCHKIN’s, Frr- 
TING’s und H6FLER’s Untersuchungen (73, S. 172—175). — Sowohl Katato- 
nose wie atuich Exosmose wiirden in derselben Richtung wirken: sie wiirden 
den osmotischen Wert der Zellen herabsetzen. Dass ein solches Sinken des 
urspriinglichen osmotischen Wertes des Zellsaftes in meinen Versuchen im 
allgemeinen nicht stattgefunden hat, davon zeugen die auf S. 87 darzule- 
genden Beobachtungen, aus denen hervorgeht, dass sich die a-Kurven, 
soweit untersucht, ganz allgemein asymptotisch der 0-Linie nahern, dieselbe 
aber nicht merklich iiberschreiten, was dagegen der Fall ware, wenn Kata- 
tonose- oder Exosmoseprozesse mit im Spiel waren. Auf Grund der betref- 
fenden Nachbeobachtungen halte ich mich somit fiir berechtigt, sowohl die 
Katatonose wie die Exosmose als fiir meine Versuche einflusslose Faktoren 
zu betrachten. — Aus demselben Grund kann ich auch die Folgerung ziehen, 
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dass auch die Anatonoseerscheinungen (21, S. 413) meine Versuche nicht be- 
trachtlich gestért haben kénhen. In diesem Fall wiirde ja wieder der urspriing- 
liche osmotische Wert des Zellsaftes wahrend der Versuche steigen, — ein 
Umstand, der auch bei Anstellung der obenerwahnten, wichtigen Nachbeob- 
achtungen festgestellt worden ware. 

6) Der letzterwahnten Fehlerquelle schliesst sich die Méglichkeit an, dass 
die in die Zellen eingedrungenen Verbindungen hier so verandert werden 
kénnten — z. B. durch eine chemische Reaktion oder durch Adsorption an 
irgendwelche Zellbestandteile —, dass hierdurch ihre osmotische Wirksam- 
keit entweder verkleinert oder vergréssert wird. In diesem Falle wird eine 
zu schnelle, in jenem Falle eine zu langsame Permeation vorgetauscht. Auch 
diese Méglichkeit zieht Strtxs (73 u. 74) als stérenden Faktor bei Permeabili- 
tatsuntersuchungen in Betracht. Dem erhobenen Einwurf gegeniiber ist es 
wohl unmdglich, ganz sichere Beweise in Hinsicht auf die grenzplasmolytischen 
Versuche beizubringen. Folgende Umstande machen jedoch die fraglichen 
Verdnderungen in den hier geschilderten Versuchen recht unwahrscheinlich: 

a) Der mikroskopischen Untersuchung zufolge haben die untersuchten 
Verbindungen im Zellsaft keine Niederschlage oder sonstigen sichtlichen Ver- 
anderungen bewirkt. 

b) Auch der Umstand, dass bei den Nachbeobachtungen, wenn das Diffu- 
sionsgleichgewicht erreicht ist, der osmotische Wert des Zellsaftes fast gleich 
seinem urspriinglichen Wert (C) + der Konzentration des permeierenden Stof- 
fes in der Aussenlésung ist, schrankt die Anzahl der denkbaren Veranderun- 
gen des permeierenden Stoffes in der Zelle ein, wie die folgenden Beispiele 
(deren Anzahl leicht zu vergréssern ware) zeigen: Eine betrachtliche, dauernde 
Oxydation der organischen Verbindungen zu CO, + H,O kann nicht stattfin- 
den, denn dann ware das Eintreten des beobachteten osmotischen Gleich- 
gewichts nicht méglich. Die untersuchten Ester der Zitronensdure kénnen 
nicht in der Zelle hydrolysiert werden, denn dann ware nach erreichtem 
Gleichgewicht der osmotische Wert des Zellsaftes gleich C + [Zitronensdure- 
ester] + [Zitronensaure], also grésser, als es tatsachlich der Fall ist, usw. 

c) Besonders schwer zu begreifen und zu erklaren waren die in dieser 
Untersuchung gemachten Beobachtungen, welche zeigen, dass das Permeieren 
dem Ficx’schen Diffusionsgesetz gehorcht (S. 64—82), sowie die Ergebnisse 
aus den Exosmose-Endosmoseversuchen, wenn man annehmen wiirde, dass 
die untersuchten Verbindungen wahrend des Versuches irgendwie im Plasma 
oder Zellsaft reagierten. 

Auf Grund der obigen Ausfithrungen kommt es mir sehr wahrscheinlich 
vor, dass auch dieser Kinwand zum mindesten keine allgemeine Bedeutung 
fiir die generellen Schlussfolgerungen aus den ausgefiihrten Versuchen — 
indem er sie systematisch verfalscht hatte — besitzen kann. 
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7) Gegen die Anwendung der Methode der Partialdrucke kénnte man noch 
einwenden, dass auch Saccharose wahrend des Versuchs ein wenig in die 
Zellen permeiert, wobei sie deren urspriinglichen osmotischen Wert steigert. 
Diesem Einwand kommt jedoch keine praktische Bedeutung zu. Das Per- 
meieren von Saccharose in die Rhoco-Zellen erfolgt namlich so langsam, dass 
die daraus entstehende Veranderung des osmotischen Wertes z. B. innerhalb 
einer 8-stiindigen Versuchszeit itberhaupt kaum wahrnehmbar ist. Zieht 
man aus den Plasmolysekurven Schliisse auf das Permeieren, so kann man 
folglich dabei diesen Umstand als unwesentlich ganzlich bei Seite lassen. 


Aus den obigen Darlegungen erhellt, dass, wenn auch die Bedingungen 2, 4, 
5, 6 und 7 bei meinen Versuchen wenigstens annadhernd erfiillt gewesen sind, 
dies bei den Voraussetzungen 1 und 3 bestimmt nicht der Fall ist. Daraus 
folgt, dass der weiter oben (S. 49) aufgestellten Gleichung Het D0 ae 
keine mathematische Genauigkeit zugesprochen werden darf, sei man 
sie auch in gewissen Fallen zur ungefahren Schatzung der permeierten 
Stoffmengen benutzen kann. Eine derartige Schatzung wird offenbar da 
am genauesten ausfallen, wo es sich um eine Verbindung handelt, die erstens 
moglichst leicht durch die Zellmembran diffundiert und zweitens verhalt- 
nismassig langsam durch das Protoplasma permeiert. Denn der zuerst 
genannte Umstand ist ja dazu angetan, den Einfluss der unter 1) genannten 
Fehlerquelle zu verringern, wahrend der zweite Umstand sowohl die unter 1) 
wie die unter 3) genannten Fehler vermindert. Andrerseits gestaltet sich je- 
doch die Bestimmung der permeierten Mengen sehy langsam permeierender 
Verbindungen (z. B. von Zuckerarten) recht unsicher, weil dabei wahrend 
der hierbei nétigen langen Versuchszeit die unter 5) und 6) erwahnten Fehler- 
quellen eventuell gefahrlich werden kénnen. Ich glaube daher am genaues- 
ten die Permeiergeschwindigkeit fiir diejenigen Verbindungen bestimmt 
haben zu kénnen, die hinsichtlich ihres Permeiervermégens zwischen Dicyan- 
diamid und Glycerin stehen; nur fiir diese Verbindungen werde ich weiter- 
hin Zahlenwerte der Permeiergeschwindigkeit (und auch des Permeierver- 
mégens) mitteilen. Hinsichtlich aller anderen von mir untersuchten Verbin- 
dungen musste ich mich mit dem Versuch begniigen, sie in eine ihrer Per- 
meiergeschwindigkeit gemasse Reihe einzuordnen. Auch dies ist nur méglich, 
wenn man alle dargelegten Fehlerquellen sorgfaltig beriicksichtigt. 

Bisher ist in diesem Kapitel nur von der Bestimmung der in gegebenen 
Zeitabschnitten permeierten Stoffmengen, d.h. von der Feststellung der 
Permeiergeschwindigkeit die Rede gewesen. Ein weiteres Problem, das mit 
jener Frage nicht verwechselt werden darf, liegt in der Bestimmung des Per- 
meiervermégens dieser Stoffe oder, anders ausgedriickt, in der Bestimmung 
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der Permeabilitét der Protoplasten fiir diese Stoffe. Zur Lésung dieser weiteren 
Aufgabe geniigt es nicht, die in bestimmten Zeitabschnitten permeierten 
Stoffmengen zu kennen, sondern man muss ausserdem noch die Grosse des 
zwischen Aussenlésung und Zellsaft bestehenden Diffusionsgefalles in bezug 
auf den permeierenden Stoff kennen. Auf S. 64—77 wird namlich gezeigt 
werden, dass das Eindringen wenigstens der meisten von mir untersuchten 
Verbindungen in die Rhoeo-Zellen den Diffusionsgesetzen gehorcht. Daraus 
ethellt ohne weiteres, dass nur, wenn sowohl die Grésse des treibenden Diffu- | 
sionsgefilles, wie die in der Zeiteinheit permeierten Stoffmengen bekannt sind, 
sich etwas Quantitatives iiber die Permeabilitat fiir die betreffenden Ver- 
bindungen aussagen lasst. 

Um die Grésse des Diffusionsgefalles angeben zu kénnen, geniigt es nicht, 
die Konzentrationen der betreffenden Verbindung in der Aussenlésung und 
im Zellsaft zu kennen. Vielmehr muss man hierfiir auch die Gleichgewichtslage 
kennen, nach welcher der Permeationsprozess hinstrebt. Namentlich STILES 
hat ja betont, dass die Konzentration der permeierenden Verbindung im 
Gleichgewichtszustand keineswegs immer im Zellsaft ebenso gross zu sein 
braucht wie in der umgebenden Lésung. Gliicklicherweise bin ich nun auch in 
der Lage, auf Grund meiner Versuche die angestrebte Gleichgewichtslage 
fiir sehr viele der von mir untersuchten Stoffe angeben zu kénnen. 

Um diesen Umstand zu illustrieren, verweise ich auf Tabelle II, S. 87. 
In dieser sind in Kolumne 6, unter 00’, die nach etwa 20 bis 24 Stunden ge- 
machten z-Wertbestimmungen fiir die verschiedenen Verbindungen einge- 
tragen. Wenn die untersuchte Verbindung aus der Aussenlésung in die Zellen 
bis zu der Konzentration eindringt, in der sie in der Aussenlésung vorhanden 
ist, und wenn das Eindringen durch das Plasma hierauf vollstandig aufhért, 
so ist es klar, dass dann der a-Wert dieser Verbindung 0.000 wird und auch 
bleibt, solange die Zellen des Objektes in den Lésungen sich unbeschadigt 
halten und ihr osmotischer Wert sich nicht weiter verandert. Wir sehen die- 
sen Fall in der erwahnten Tabelle an mehreren Verbindungen recht gut ver- 
wirklicht; solche sind: Methylalkohol, Athylalkohol, Athylurethan, Methyl- 
urethan, Antipyrin, Butyramid, Athylenglykol, Pinakonhydrat, Propionamid, 
Formamid, Monochlorhydrin, Diacetin, Glycerinmonoathylather, Acetamid, 
Succinimid und Diathylharnstoff, d. h. alle die Verbindungen, mit denen man 
Nachbeobachtungen nach 20—24 St. anstellen konnte und an denen fest- 
gestellt wurde, dass die Gleichgewichtslage infolge des hinreichend raschen 
Permeierens der Verbindungen erreicht wird. 

Bei Dimethylharnstoff und Verbindungen, die langsamer als dieser per- 
meieren, wird die Gleichgewichtslage in diesen vergleichenden Versuchen inner- 
halb von 24 Stunden noch nicht vollstandig erreicht. Dass aber auch wenig- 
stens bei vielen von diesen ziemlich langsam permeierenden Verbindungen der 
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Permeationsprozess dem Konzentrationsverhialtnis 1:1 zustrebt, das kénnen 
wir aus Tafel IX, S. 66, ersehen. Denn auch die hier dargestellten Plasmolyse- 
kurven, die sich auf Versuche von verhaltnismassig langer Dauer griinden, 
nahern sich ja bei Glycerin, Methylharnstoff, Schwefelharnstoff, Laktamid, 
Harnstoff und Dicyandiamid asymptotisch der Abszisse. 

Es liegt auf der Hand, dass die an die Nachbeobachtungen sich anschlies- 
senden Bestimmungen des a-Wertes nur unter Anwendung der Methode der 
Partialdrucke méglich sind (siehe S. 32). Die in Tabelle II, Kolumne 00’, 
haufig auftretenden kleinen, negativen osmotischen Koeffizienten zeigen hier- 
bei, dass der Deplasmolyseprozess sich noch etwas an der grenzplasmolytischen 
Saccharosekonzentration vorbei fortgesetzt hat, was freilich auch zu erwar- 
ten war, denn in 20-—24 Stunden scheint auch Saccharose etwas in die Rhoeo- 
Zellen einzudringen und so deren urspriinglichen osmotischen Wert zu erhéhen. 

Zusammenfassend kann man somit sagen, dass in allen denjenigen Fallen, 
wo eine Entscheidung dieser Frage méglich war, das Permeieren aus der Aus- 
senlosung in den Zellsaft erwiesenermassen bis zu dem Zeitpunkt stattfindet, wo 
die Konzentration der wntersuchten Verbindung im Zellsaft ziemlich genau 
ebenso gross ist wie in der Aussenlésung, also etwa bis zum Konzentrations- 
verhaltmis 1:1. Dieses Versuchsergebnis ist besonders wichtig. Nach Angaben 
fritherer Forscher scheint diese Gleichgewichtslage, wenigstens in bezug auf 
Elektrolyte, keineswegs immer 1:1 zu sein (73, S. 188—198). SrizEes halt mit 
Recht eine experimentelle Klarung dieses Umstandes bei Ausfiihrung von 
wirklich quantiatativen. Permeabilitatsuntersuchungen fiir unbedingt ndtig 
(73, S. 189 u. 256). 

Erst jetzt sind wir also berechtigt, den zwischen Aussenlésung und Zell- 
saft bestehenden Konzentrationsunterschied hinsichtlich der permeierenden 
Verbindung als ein direktes Mass des treibenden Diffusionsgefalles anzusehen. 
Erst jetzt kénnen wir somit auch die auf gleichgrosse Konzentrationsunter- 
schiede bezogenen, in der Zeiteinheit permeierten Stoffmengen als ein Mass 
fiir die Permeabilitat der Zellen fiir diesen Stoff ansehen. 

Aus den Ausfiihrungen dieses Kapitels geht hervor, dass allen auf plas- 
molytischem Wege ausgefiihrten Permeabilitatsbestimmungen vor allem 
wegen der unter 6) (S. 56) genannten Fehlerquelle wenigstens theoretisch 
eine gewisse Unsicherheit anhaftet. Es ist deshalb wiinschenswert gewesen, 
dass meine allgemeinen Ergebnisse wenigstens teilweise mittels einer anderen 
Untersuchungsmethode nachgepriift wurden, die von dieser speziellen Fehler- 
quelle der plasmolytischen Methode frei ist. Dies hat bereits in umfassendem 
Masse PoryArvi (55) in seinen gleichzeitig mit meinen Versuchen ausgefithr- 
ten Untersuchungen iiber das Permeieren von Basen in Rhoco-Zellen getan. 

Die bei einem Vergleich der Ergebnisse von PorjARvI und mir zu Tage 
tretende erfreuliche Ubereinstimmung in samtlichen prinzipiell wichtigen 
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Resultaten lasst wohl die Behauptung berechtigt erscheinen, dass der ableh- 
nende Standpunkt, den z. B. Injin (24u. 25) und in gewissem Grade auch 
Stites (73 u. 74) hinsichtlich der Méglichkeit von Permeabilitatsbestimmun- 
gen auf plasmolytischem Wege einnehmen, zu extrem ist. . Ich gebe gern zu, 
dass bei vielen Objekten derartige Bestimmungen wegen der uniiberblick- 
baren Fehlerquellen nicht méglich sind. Bei Rhoeo aber kann man doch ent- 
schieden — ich darf wohl sagen: erwiesenermassen — plasmolytische Per- 
meabilitatsbestimmungen ausfithren, denen zwar keine absolute Sicherheit 
zukommt (das ist iibrigens bei 4usserst wenigen Permeabilitatsbestimmungs- 
methoden der Fall), die aber trotzdem, wenn man nur mit der nétigen Umsicht 
verfahrt, ganz brauchbare Ergebnisse liefern. 


B. Gelten die ausgefiihrten Permeabilitatsbestimmungen auch fiir normale, 
unplasmolysierte Protoplasten? 


Wir kommen jetzt zu der Frage, inwieweit die in der vorliegenden Arbeit 
geschilderten Permeabilitatsbestimmungen an plasmolysierten Protoplasten 
auch fiir normale Epidermiszellen von Rhoeo zutreffen. Viele Permeabilitats- 
forscher sind ja der Ansicht, dass die Permeabilitat der lebenden Protoplasten 
ausserst leicht veranderlich ist. Wenn das zutrifft, ware wohl zu erwarten, 
dass ein so gewaltsamer Eingriff wie die Plasmolyse die Permeabilitat stark 
verandern wiirde. Ausserdem kénnte man sich leicht vorstellen, dass allein 
schon durch die bei Plasmolyseversuchen unvermeidliche Behandlung der 
Protoplasten mit betrachtlichen Konzentrationen von zum Teil mehr oder 
weniger giftigen Verbindungen eine Permeabilitatsveranderung zustande 
kame. Hierdurch wiirde der Wert meiner Permeabilitaétsbestimmungen zwar 
nicht aufgehoben, aber immerhin betrachtlich eingeschrankt werden. 

Wir haben also hier zwei verschiedene Umstande zu behandeln, namlich: 
1. die eventuelle Veranderung der Permeabilitat der Protoplasten von Rhoeo 
durch die Einwirkung der untersuchten Verbindungen wahrend der Versuchs- 
zeit, sowie 2. die Kinwirkung der Plasmolyse auf die Permeabilitat. 

1. Behandeln wir zunachst die Méglichkeit, dass die untersuchten Ver- 
bindungen wahrend der Versuchszeit vielleicht die Permeabilitatseigen- 
schaften des Protoplasmas verandern, ohne jedoch eigentlich die Zellen zu 
schadigen. Um iiber diese Méglichkeit ins klare zu kommen, habe ich eine 
Reihe Spezialversuche ausgefiihrt. 

In einigen Versuchen wurden die Zellen zunachst mit 0.s-norm. Athylen- 
glykollésung so lange behandelt (4 St.), bis man auf Grund fritherer Unter- 
suchungen wusste, dass die betreffende Verbindung vollstandig in die Zellen 
permeiert und die Gleichgewichtslage erreicht war (siehe S. 87). Hierauf 
wurde die Permeiergeschwindigkeit des Harnstoffs in die mit Athylenglykol 
behandelten Zellen und in normale Zellen vergleichend untersucht. Dabei 
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wurden zwei Harnstoffreihen benutzt: in der ersten diente eine 0.3-norm. 
Athylenglykollésung als Lésungsmittel fiir den Harnstoff, in der anderen Lei- 
tungswasser. — Auf Tafel VIII sehen wir unter III das Ergebnis dieses 
Versuchs. Die punktierte Linie gibt darin das Permeieren des Harnstoffs 
in die Zellen in der 0.3-norm. Athylenglykollésung an, die ausgezogene Linie 
dagegen das gleichzeitig festgestellte normale Permeieren in Schnitte, die in 
Leitungswasser lagen. Wir sehen diese Linien in dem Masse iibereinstimmen, 
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dass man behaupten kann, der Harnstoff permeiere normal auch in die mit 
Athylenglykol behandelten Rhoco-Zellen. 

In entsprechender Weise habe ich auch die Wirkung einiger anderer Ver- 
bindungen auf die Permeabilitat der Protoplasten fiir Harnstoff untersucht. 
Es sind dies Athylalkohol, Acetamid, Methylurethan und i-Valeramid. Die 
Behandlungszeiten der Zellen in den zu den Versuchen angewandten Kon- 
zentrationen dieser Verbindungen waren: in 1-norm. Athylalkohollésung 2 
St., in 0.15-norm. i-Valeramidlésung 4 St., in 0.30-norm. Methylurethanlésung 
8 St. und in 0.30-norm. Acetamidlésung 15 St. Ausserdem wirkten die genann- 
ten Lésungen auf die Zellen noch wahrend der 8 Stunden der eigentlichen Ver- 
suche. — Auf Tafel VIII sehen wir die die Wirkung dieser vier Verbindungen 
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veranschaulichenden Kurvenpaare: in I der Athylalkohol-, in II der Aceta- 
mid-, in IV der Methylurethan- und in V der Valeramidversuch. — Wie aus 
dem geschilderten Athylenglykolversuch, so erhalten wir auch aus den iibri- 
gen als Allgemeinergebnis, dass die genannten Konzentrationen der unter- 
suchten Verbindungen die Permeabilitat des Rhoeo-Protoplasmas jedentalls 
gegeniiber Harnstoff zum mindesten wahrend 8 Stunden nicht verandern. 
Wenn auf S. 4448 gezeigt wurde, dass die mittelst der Methode der Parti- 
aldrucke gewonnenen a-Werte mit den unter Benutzung des gewéhnlichen 
Reihenverfahrens erzielten iibereinstimmen, so beweist dies, dass auch der 
Rohrzucker in den angewandten Konzentrationen die Permeabilitat der 
Rhoeo-Zellen nicht merklich verandert. — Man gewinnt aus allen diesen 
Ergebnissen den Eindruck, dass die Permeabilitat dieser Protoplasten nicht 
sehr leicht durch Lésungen von Nichtelektrolyten verandert wird.) Es ist 
deshalb wahrscheinlich, dass in dieser Untersuchung wenigstens im allgemeinen 
die normale Permeabilitat der Protoplasten beobachtet wurde, sofern sie 
nicht eben durch die Plasmolyse verandert worden ist. 

2. Wasschliesslich die Eventualitat anbetrifft, dass die Permeiergeschwin- 
digkeit verschiedener Verbindungen in die Pflanzenzellen sich als verschieden 
gross herausstellen wiirde, jenachdem ob die zur Untersuchung angewandte 
Zelle plasmolysiert worden ist oder nicht, muss man sagen, dass die diesbe- 
ziiglichen, in der Permeabilitatsliteratur auftretenden Behauptungen und 
Ergebnisse einander auffallend widersprechen. Schon DE VRIES (85) gibt 
der Behauptung Ausdruck, dass das Permeieren von Glycerin in eine plas- 
molysierte Zelle langsamer vor sich gehe als in eine nicht plasmolysierte. 
Zu derselben Ansicht kommt RuHLAND (69) auf Grund seiner Untersuchungen 
iiber die Permeiergeschwindigkeit von Salzen in Statice. LEPESCHKIN dagegen 
behauptet (34), dass die Permeiergeschwindigkeit von Glycerin und Saccha- 
rose in Spivogyra-Zellen von der Plasmolyse selber unabhangig sei, und zu 
einem Ahnlichen Ergebnis gelangt auch Frrrinc (17, S. 110—140) bei seiner 
eingehenden Untersuchung der Permeiergeschwindigkeit von Glycerin in 
Rhoeo-, Strobilanthes- und Ledenbergia-Zellen. 

Um mir durch eigene Anschauung eine sichere Auffassung von der even- 
tuellen Bedeutung der Plasmolyse fiir die Permeabilitat der Rhoeo-Proto- 
plasten zu bilden, habe ich in besonders zu diesem Zweck ausgefiihrten Ver- 
suchen die Aufnahme von Dicyandiamid, Harnstoff und Glycerin in plasmoly- 
sierte und unplasmolysierte Zellen vergleichend untersucht. 

Beispielsweise in den Harnstoffversuchen bestimmte ich dabei zuerst 
den osmotischen Wert (C) zweier aus demselben Blatt hergestellten Schnitt- 


1) Ob die Permeabilitat der Protoplasten in sehr verdiinnten Losungen eine 
andere gewesen ware, lasst sich allerdings auf Grund dieser Versuche nicht 
entscheiden. 
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reihen mittels Saccharose. Das Ergebnis war in der einen Schnittserie (A) 
C = 0.178 GM, in der anderen (B) C = 0.180 GM. Hiernach wurden die A- 
Schnitte in Harnstofflésungen gebracht, deren Konzentration 0.180 GM betrug, 
wahrend die B-Schnitte in Lésungen kamen, die neben 0.180 GM Harnstoff 
noch 0.060 GM Saccharose enthielten. Die A-Schnitte bleiben somit unplasmo- 
lysiert, wogegen die B-Schnitte wahrend des gréssten Teils der Versuchszeit 
plasmolysiert sind. Nach 12 Stunden bestimmte ich die plasmolysierenden 


Grenzkonzentrationen (C,) mittels Rohrzucker, wie aus folgendem Protokoll 
hervorgeht: 


N:o 342. 27. 12. 28. Temp. 16— 21°C. 
20 B40 20 60!.,907 64207 

A C,=0.265 0.245 0.240 0.238 0.235 (C=0.178) 

B C,=0.260 0.250 0.245 0.241 0.240 (C= 0.180) 


Dass die C,-Werte dauernd abnehmen, riihrt selbstverstandlich von der 
allmahlichen Exosmose des Harnstoffs her; bei den ersten Beobachtungen ist 
wohl ausserdem die Saccharose noch nicht in voller Konzentration bis zu den 
Protoplasten vorgedrungen. Vergleichen wir die Grenzkonzentrationen der 
A- und B-Reihe (unter gleichzeitiger Beriicksichtigung ihrer urspriinglichen 
Grenzkonzentrationen, C), so finden wir sie so iibereinstimmend gross, dass 
wir schliessen kénnen, dass der Harnstoff praktisch gleich schnell in die plas- 
molysierten wie in die unplasmolysierten Protoplasten eingedrungen ist. 
Greifen wir z. B. die nach 1 Stunde beobachteten Grenzkonzentrationen her- 
aus, so ware in die Zellen der A-Reihe etwa 0.240 — 0.178 = 0.062 GM und in 
diejenige der B-Reihe etwa 0.245 — 0.180 == 0.065 GM eingedrungen (tatsach- 
lich in beiden Fallen etwas mehr, da ja in den Zuckerlésungen ein Teil des 
Harnstoffs exosmiert ist). 

In ganz entsprechender Weise untersuchte ich auch das Eindringen des 
Glycerins und des Dicyandiamids in plasmolysierte und unplasmolysierte 
Zellen. Das Ergebnis dieser Versuche geht aus folgenden Protokollen hervor: 


N:o 313. A-Schnitte 4 St. in 0.2 GM Glycerin. B-Schnitte in 0.2 GM Glycerin 
+ 0.1 GM Saccharose (etwa 3 St. plasmolysiert). 
20 ieee 0 60m 90. 120; 
A C,=0.335 0.316 0.295 0.270 0.260 (C= 0.205) 
B C,=0.330 0.310 0.294 0.273 0.262 (C= 0.205) 


N:o 314. A-Schnitte 12. St. in 0.18 GM Dicyandiamid. B-Schnitte in 0.183 GM 
Dicyandiamid + 0.08 GM Saccharose (wahrend der ganzen Zeit plasmolysiert). 
20° 4 60" 90" 120" 
A C,= 0.240 0.225 0.224 0.224 0.228 (C= 0.183) 
B C,=0.230 0.230 0.227 0.227 0.225 (C= 0.184) 
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Wenn wir hinwieder die nach 1 St. beobachteten C-Werte benutzen, finden 
wir, dass in die Zellen der A-Schnitte etwa 0.000 GM und in die der B-Schnitte 
etwa 0.089 GM Glycerin eingedrungen ist, wahrend die entsprechenden Di- 
cyandiamidwerte 0.041 und 0.043 GM sind. 

Aus den hier referierten Versuchsergebnissen geht also hervor, dass die 
Permeabilitit der Rhoeo-Protoplasten fiir Harnstoff, Dicyandiamid und Glycerin 
in plasmolysiertem Zustand dieselbe wie in unplasmolysiertem Zustand ist. Auch 
hat man keinen besonderen Grund anzunehmen, dass andere Verbindungen 
sich in dieser Hinsicht anders verhalten wiirden. 


C. Die Ergebnisse der Permeabilitatsuntersuchungen. 
1. Gilt das Diffusionsgesetz von Fick ftir die Permeation? 


Es schien mir von grossem Interesse zu sein, die in der Uberschrift gestellte 
Frage zu untersuchen, da bislang iiber die eventuelle Giiltigkeit des Ficx’schen 
Diffusionsgesetzes beim Eindringen von gelésten Stoffen in lebende Zellen 
nur wenige und zudem einander widersprechende Erfahrungen vorlagen. Um 
die aufgeworfene Frage beantworten zu k6énnen, habe ich spezielle plasmoly- 
tische Versuche ausgefiihrt, die ich im folgenden erlautere. 

Beim Untersuchen der erwahnten Frage war es wichtig, méglichst voll- 
standige Plasmolysekurven iiber die angewandten Verbindungen zu gewin- 
nen. Auf Grund meiner Erfahrungen wahlte ich zu diesem Zweck einige ver- 
haltnismassig langsam permeierende Verbindungen, namlich Dicyandiamid, 
Harnstoff, Laktamid, Schwefelharnstoff, Methylharnstoff und Glycerin. Mit 
diesen Verbindungen kann man etwa 12—48-stiindige Messungen der Per- 
meiergeschwindigkeit in Rhoeo-Zellen ausfiithren. Da es gilt, die wahrend 
aufeinanderfolgender Zeitabschnitte in die Zellen eingedrungenen Stoffmen- 
gen miteinander zu vergleichen, miissen natiirlich wahrend des einen bestimm- 
ten Versuchs Temperatur und Beleuchtung méglichst unverandert bleiben. 
Deshalb fithrte ich die hier zu schildernden Versuche im Sommer aus, wobei 
die Temperatur in meinem Zimmer, mittels des Thermographen gemessen, 
wahrend der Versuchszeit um nicht mehr als 2 Grad geschwankt hat. Die 
Beleuchtung dagegen versuchte ich durch Bedecken der die Schnitte ent- 
haltenden Glasgefasse mit einem Tuch zu regulieren. 

Auf Tafel IX, S. 66, sehen wir die mit den obengenannten Stoffen in beson- 
ders langdauernden Versuchen erzielten Plasmolysekurven. Zum Vergleich 
sind in dieselbe graphische Darstellung fiinf theoretisch konstruierte Kurven 
(I—V) eingezeichnet, die uns zeigen, welchen Verlauf die Plasmolysekurven 
hatten, falls 1) der Permeationsprozess dem Ficx’schen Diffusionsgesetz 


folgte, und 2) falls alle sieben auf S. 49 aufgezahlten Bedingungen erfiillt 
waren. 


on 
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Bekanntlich lautet die von Fick aufgestellte Diffusionsgleichung: 


de 
dm = kq ax ot 


x 


worin dm die in der Zeit dt diffundierte Menge, q den Diffusionsquerschnitt, 
de 
dx die Anderung der Konzentration auf dem Diffusionsweg, also das Dif- 


fusionsgefalle, und k eine fiir die Diffusionsgeschwindigkeit jeder Substanz 
charakteristische und die ihr sich bietenden Reibungswiderstande bemes- 
sende Konstante, die Diffusionskonstante bedeuten. 

Um die Diffusionsgesetze auf meine Permeabilitatsexperimente anzuwen- 
den, braucht man nicht die urspriingliche Gleichung von Fick zu benutzen. 
Vielmehr kann man, da die Konzentration der Aussenlésung wahrend des 
ganzen Versuchs konstant bleibt, eine einfachere Gleichung nehmen, die 
von Noyes und WuitNnEy (44) sowie von BRUNNER (5) beim Studium der 
Auflésungsgeschwindigkeit fester Stoffe angewandt ist und die zuerst von 
RuNNstTROM (71) zur Darstellung des Permeationsvorganges empfohlen wurde. 
Unter Beriicksichtigung des vorhin (S. 59) erwahnten Umstandes, dass nach 
erreichtem Diffusionsgleichgewicht zwischen Zellsaft und Aussenlésung 
annahernde Konzentrationsgleichheit in bezug auf den permeierenden Stoff 
herrscht, kann man der Gleichung die Form geben 


dx 
dt 


=P (C—x), 


worin dx die in der Zeit dt eingedrungene Stoffmenge, C die Konzentration 
des permeierenden Stoffes in der Aussenlésung und x seine Konzentration 
im Zellsaft bedeutet. P ist eine konstante, die ein exaktes Mass fiir das Per- 
metervermigen der betreffenden Verbindung abgibt, ahnlich wie die Diffu- 
sionskonstante als Mass des Diffusionsvermégens dient. P mag daher die 
Permeationskonstante genannt werden. Die obige Gleichung nenne ich die 
Permeationsgleichung. 
Wenn man die Permeationsgleichung integriert, geht sie in die folgende 
Form iiber: 
i C 
Pe eo In fei 
Die Kurven I—V der Tafel IX sind so gewonnen, dass ich C = 14 setzte, 
der Permeationskonstante die Werte 0.0253 (I), 0.0513 (II), 0.1054 (III), 0.2281, 
(IV) und 0.3567 (V) gab (die 1 St. entsprechenden a-Werte werden dann: 0.975, 
(0.950, 0.900, 0.800 und 0.700) und dann fiir verschiedene Zeitpunkte den je- 
5 
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weiligen Wert von x berechnete. 2 wird dann unter den obigen Vorausset- 
zungen gleich 1—x. 

Hinsichtlich der empirischen Kurven der Tafel IX ist zu beachten, dass 
sie weder untereinander reduziert sind, noch auch in bezug auf die schon im 
Vorhergehenden dargelegten, reduzierten Kurven derselben Verbindungen. 
Ihre a-Werte weichen in vielen Punkten merklich von den 2-Werten der 
schon frither erwahnten gleichen Verbindungen ab (siehe 8. 39, Tafel I), was 
auch natiirlich ist, wenn man bedenkt, dass gerade wahrend der auf Tafel TIX 


Tafel X 


4 
Zeit in Stunden 


dargestellten Versucbe ungewohnliche Verhaltnisse geherrscht haben, namlich 
ziemlich hohe Sommertemperatur (durchschnittlich etwa 23—24° C). 

Vergleichen wir nun den Verlauf der empirischen Plasmolysekurven mit 
demjenigen der theoretisch konstruierten Kurven, so ist unser erster Fin- 
druck der, dass beide Kurvengruppen im grossen Ziigen gleich verlaufen. 
Das Permeieren der untersuchten sechs Verbindungen in die Rhoeo-Zellen 
folgt demnach wahrscheinlich dem Ficx’schen Diffusionsgesetz. Kine 
nahere Priifung zeigt jedoch, dass alle sechs empirischen Kurven in zwei 
Hinsichten mehr oder weniger deutlich von den theoretischen Kurven 
abweichen. 


_ 
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Die gréssten Abweichungen beziehen sich auf die ersten Versuchsstunden. 
Die zu diesen Zeitpunkten gehdrenden experimentell bestimmten 2-Werte 
sind im allgemeinen deutlich zu niedrig, d.h. die untersuchte Verbindung 
scheint bei Beginn der Versuche verhaltnismassig mehr in die Zellen permeiert 
zu sein, als dem Diffusionsgesetz nach zu erwarten ware. Dieses Versuchser- 
gebnis findet jedoch seine natiirliche Erklarung, denn bei Anwendung des 
plasmolytischen Verfahrens muss man ja gerade im Anfang des Versuchs immer 
erheblich zu niedrige 2-Werte erhalten, bis sich der zuerst bestehende grosse 
Konzentrationsunterschied zwischen der freien Aussenlésung und der unmit- 
telbar um den Protoplasten herum befindlichen Lésung wenigstens gréssten- 
teils ausgeglichen hat. (Vgl. S.50—51.) Spater werde ich in diesem Kapitel 
noch auf Versuche zuriickkommen, durch die auch die wahrend der zwei ersten 
Versuchsstunden aufgenommenen Mengen einiger Verbindungen ermittelt 
werden sollten (S. 72—76). Deshalb wollen wir hier fiir den Anfang den im 
Vergleich zu den Diffusionskurven abweichenden Verlauf der Anfangsteile 
der Versuchskurven unberiicksichtigt lassen. 

Die zweite Stelle, an der die empirischen Kurven ziemlich deutlich von den 
theoretischen Kurven abweichen, ist ihr Endteil, besonders unterhalb des 
a-Wertes 0.050. Sie schmiegen sich namlich nicht asymptotisch wie die Dif- 
fusionskurven der 0-Linie an, sondern schneiden dieselbe. Auch diese Ab- 
weichung lasst sich aus den Verhaltnissen erklaren, unter denen die Versuche 
ausgefiihrt wurden. Zu beachten ist namlich, dass bei der Methode der Partial- 
drucke (die gerade bei diesen Versuchen angewandt werden musste) auch die 
Saccharose der Aussenlésung in solcher Menge in die Rhoeo-Zellen zu per- 
meieren scheint, dass dies bei langdauernden Versuchen nicht ganz vernach- 
lassigt werden kann (siehe S. 87). Gerade von diesem langsamen Permeieren 
des Zuckers hangt es vermutlich ab, dass der Deplasmolyseprozess nicht 
volistindig aufhért, wenn der zu untersuchende Stoff bis zur Konzentrations- 
gleichheit mit der Aussenlésung in den Zellsaft eingedrungen ist. Vielmehr 
setzt er sich danach noch weiter fort, jetzt mit der der Saccharose eigenen, sehr 
geringen Geschwindigkeit (siehe S. 45). Unter diesen Umstanden kénnen wir 
in unseren vergleichenden Untersuchungen auch nicht die der 0-Linie aller- 
nachsten Teile der Kurven in Betracht ziehen. 

Was nun schliesslich den Verlauf der mittleren Teile der betrachteten 
empirischen Plasmolysekurven betrifft, griindet sich gerade auf diese die 
obenerwahnte Behauptung, dass das Permeieren der untersuchten Verbin- 
dungen ungefahr nach dem Ficx’schen Diffusionsgesetz erfolgt. Pritfen wir 
jede Kurve getrennt und behalten zugleich die zwei obengenannten Umstande 
im Auge, die den Verlauf des Anfangs- und Endteils dieser Kurven ziemlich 
‘erheblich stérend beeinflussen. Die Kurve von Dicyandiamid sieht man nach 
etwas iiber 4 Stunden zwischen den theoretischen Kurven I und IJ; sie ver- 
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lauft dann in ihrem gréssten Teil ziemlich nahe der Mitte derselben. Beachtet 
man aber ihren Verlauf innerhalb 4—46 Stunden, so muss man doch zugeben, 
dass das Permeieren von D cyandiamid, z. B. im Vergleich zur Diffusions- 
kurve II, sich zu verlangsamen scheint. — Die Harnstoffkurve verhalt sich 
zur Diffusionskurve II annahernd ebenso wie die Dicyandiamidkurve. Dem- 
zufolge scheint auch das Permeieren des Harnstoffs in die Rhoeo-Zellen hin- 
sichtlich der entsprechenden Diffusionskurve sich zu verlangsamen. — Die 
Laktamid- und die Schwefelharnstoffkurve verlaufen sehr schén in Uber- 
einstimmung mit der Diffusionskurve III, beide vielleicht in Beziehung zu 
dieser sich ein wenig verlangsamend. — Ebenso sehen wir ferner die Methyl- 
harnstoffkurve ziemlich ausgesprochen der Diffusionskurve IV und die Gly- 
cetinkurve der Diffusionskurve V folgen; auch diese beiden verlangsamen sich 
etwas in bezug auf die entsprechenden Diffusionskurven. Wir kénnen also 
sagen, dass die empirischen Plasmolysekurven der untersuchten sechs Verbin- 
dungen im grossen und ganzen dem Verlauf der theoretischen Kurven folgen, 
sich aber in Hinsicht auf diese im allgemeinen ein wenig verlangsamen. Im 
folgenden wollen wir noch im einzelnen die verschiedenen Einfliisse priifen, 
die als Erklarung fiir die zwischen den theoretischen und empirischen Kurven 
auftretenden Diskrepanzen in Betracht kommen. 

4) Stérend hat auf die betreffenden Versuche zunachst der Umstand 
eingewirkt, dass die Oberflachengrésse der plasmolysierten Protoplasten 
wahrend der. Versuchszeit nicht unverandert geblieben ist, dass sich also die 
Grésse q in der Ficx’schen Gleichung (S. 65) nicht ganz konstant erhalten 
hat. Es ist klar, dass innerhalb einer bestimmten Lésungsreihe die Zellen 
am kraftigsten in den starksten Lésungen plasmolysiert werden, was zur 
Folge hat, dass sich die Oberflache der Protoplasten in diesen Lésungen auf 
ein kleineres Mass als in den anderen zusammenzieht. Andererseits ist zu 
bemerken, dass die hier geschilderten Versuche nach der Methode der Partial- 
drucke ausgefiihrt worden sind, wobei die zu untersuchende Verbindung in 
nur (.10-norm. Lésung angewandt wurde. Folglich ist die Plasmolyse auch in 
den starksten Lésungen verhaltnismassig schwach gewesen (was iibrigens fiir 
dié ganze grenzplasmolytische Untersuchungsmethode kennzeichnend ist), 
und demnach sind die Plasmaoberflachen der in verschiedenen Lésungen be- 
findlichen Zellen trotz allem wahrend der Versuche ziemlich gleich gross 
geblieben. Dies habe ich durch ganz spezielle Priifung dieses Umstandes 
festgestellt. Ausserdem ist zu beriicksichtigen, dass die Zellen in den kon- 
zentriertesten Jésungen infolge der anfangs verhaltnismassig schnell statt- 
findenden Deplasmolyse nur kurze Zeit maximal plasmolysiert sind, vielmehr 
sind auch sie wahrend des gréssten Teils des Versuchs nur schwach plasmoly- 
siert. Ihr mitilerer Plasmolysegrad, auf den es gerade ankommt, ist somit nicht 
sehr viel grésser als der der in den verdiinnteren Lésungen liegenden Zellen. 


— 


—— 
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Immerhin ist es kaum zweifelhaft, dass in den hier in Rede stehenden Ver- 
suchen die mittlere Oberflachengrésse der Protoplasten in den ‘starkeren 
Losungen etwas kleiner als in den verdiinnteren Lésungen gewesen ist. Da 
nun der Anfangsteil der Plasmolysekurve sich auf die in den verdiinnteren 
Losungen liegenden Schnitte bezieht, der Schlussteil der Kurve dagegen 
auf Schnitte in konzentrierteren Lésungen, so muss dieser Umstaid’ eine 
scheinbare Verlangsamung des Permeationsprozesses gegen Ende des. Ver- 
suches bewirken. cet 
2) Bereits im Vorhergehenden, auf S. 67, wurde auf den Umstand aufinerk- 
sam gemacht, auf Grund dessen die x-Werte der Anfangsteile der dargestell- 
ten empirischen Kurven sichtlich zu klein im Vergleich zu den theoretischen 
Werten sind; ich meine den Umstand, dass infolge der Langsamkeit der Dif- 
fusion durch die Zellmembranen hindurch die Konzentration der Lésung 
dicht an der Aussenflache der Protoplasten besonders wahrend der ersten 
Versuchsstunden bedeutend niedriger als in der freien Aussenlésung gewesen 
ist. Aus diesem Grunde wurden bei der betreffenden Untersuchung die den 
ersten Versuchsstunden entsprechenden a-Werte der experimentellen Kurven 
unberticksichtigt gelassen. Doch ist es denkbar, dass, solange das Permeieren 
der zu untersuchenden Verbindung in die Zellen dauert, kein vollkommener 
Ausgleich zwischen der Konzentration der eigentlichen Aussenlésung und der 
an der Plasmahaut herrschenden Konzentration stattfindet. Auf Grund meiner 
Untersuchungen habe ich jedoch festgestellt, dass dieser Konzentrationsaus- 
gleich in bezug auf sehr langsam permeierende Verbindungen (wie z. B. Malona- 
mid und Saccharose) fast vollstandig etwa wahrend der zwei ersten Versuchs- 
stunden erfolgt (siehe S. 45; Tafel VI). Unter diesen Umstanden ist es sehr 
wahrscheinlich, dass auch hinsichtlich der in diesem Abschnitt behandelten, 
ziemlich langsam permeierenden, nicht sehr grossmolekularen Verbindungen 
ein solcher Konzentrationsausgleich grésstenteils schon innerhalb der ersten 
zwei Versuchsstunden stattfindet, zumal da die Diffusionsgeschwindigkeiten 
aller dieser Verbindungen betrachtlich grésser sind als z. B. von Saccharose. — 
Wenn wir annehmen, dass auch nach Verlauf der zweiten Versuchsstunde eine 
etwas kleinere Konzentration unmittelbar um den Protoplasten herum ge- 
herrscht hat als in der freien Aussenlésung, so folgt daraus, dass auch die 
zu diesen Zeitpunkten beobachteten Plasmolysegrade ein wenig schwacher 
gewesen sind als die theoretisch erwarteten, d. h. die untersuchte Verbindung 
scheint rascher permeiert zu sein, als es in Wirklichkeit der Fall war (die ent- 
sprechenden z-Werte also etwas zu klein). Dieser theoretische Fehler wird 
jedoch noch durch den Umstand reduziert, dass beim Berechnen der 2-Werte 
allein die Konzentration der freien Aussenlésung in Betracht gezogen war, 
und natiirlich nicht die unbekannte, ein wenig kleinere Konzentration an der 
Plasmahaut, welcher Umstand wiederum auf die berechneten -Werte ver- 
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erossernd eingewirkt hat. — Wenn wir bei unserer Untersuchung die Anfangs- 
teile der ezperimentellen Kurven von Tafel IX oder die Werte, die etwa den 
3—4 ersten Versuchsstunden entsprechen, bei Seite lassen, so kénnen wir wobl 
somit die Wirkung des hier geschilderten F Ret auf die Form der Kurven als 
recht geringfiigig ansehen. 

3) Auf S. 67 wurde im Vorhergehenden bereits das mit der Methode der 
Partialdrucke verkniipfte Permeieren von Saccharose in die Zellen wahrend 
des Versuchs erwahnt, sowie der daraus entspringende Umstand, dass die 
experimentellen Kurven die 0-Linie schneiden. Es ist klar, dass dieser Um- 
stand die Form der Kurven auch schon in ihren héheren Teilen etwas beein- 
flusst. Aus der Tafel VI, S. 45, ersehen wir jedoch, dass das Permeieren von 
Saccharose in die Rhoeo-Zellen ausserordentlich langsam stattfindet. So 
scheint nach der Tafel Saccharose z. B. innerhalb von 12 Stunden nur zu 
etwa 2.5 °%, zu permeieren. Auch der Einfluss dieses stérenden Faktors auf 
die Gesamtform der Kurven ist gering: zieht man nur ihn in Betracht, so 
sind jedoch alle 7-Werte vielleicht ein wenig zu niedrig, und dies verhaltnis- 
massig desto mehr, je mehr man sich der 0-Linie nahert. Dieser Umstand 
wirkt also auf die Form der Kurven in entgegengesetzter Richtung ein als 
der unter Punkt 1) erwahnte, aber in dusserst geringem Grad. Den der 0- 
Linie nachsten Teil der Kurven gestaltet er jedoch deutlich abweichend von 
den theoretischen Diffusionskurven. 

4) In diesem Zusammenhang mége auch noch der Umstand erwahnt wer- 
den, dass die in die obige Tafel IX eingetragenen 2-Werte sich auf Versuche 
griinden, bei denen volumnormale Lésungen angewandt wurden. Infolge- 
dessen sind die 2-Werte besonders der Anfangsteile der Kurven etwas zu 
niedrig (vgl. S. 89). Unter Beriicksichtigung u. a. des Einflusses der in Frage 
stehenden Fehlerquelle auf den Verlauf der Plasmolysekurven habe ich Unter- 
suchungen ausgefiihrt, die in diesem Kapitel sogleich beschrieben werden 
(S. 72). 

5) Da sich wahrend der Versuche das Licht und besonders die Temperatur 
nicht ganz unverandert erhalten liess, sind wohl kleine, unregelmassige Schwan- 
kungen der Permeabilitat der Protoplasten zu erwarten. Da jedoch die Tem- 
peraturschwankungen wahrend eines einzelnen Versuchs nicht mehr als etwa 
2°C betrugen, ist es héchst wahrscheinlich, dass diese Fehlerquelle keine sehr 
grosse Rolle gespielt hat. 

In Erwagung der besprochenen Fehlerquellen ziehe ich nun aus den ge- 
schilderten Versuchen den allgemeinen Schluss, dass — wenn wir vorlaufig 
von den allerersten Versuchsstunden absehen — das Permeieren der unter- 
suchten Verbindungen in die Rhoeo-Zellen ziemlich deutlich dem Frcx’schen 
Diffusionsgesetz zu folgen scheint. Was die beobachtete, geringe Verlangsa- 
mung der Permeation im Vergleich zu den theoretischen Diffusionskurven 
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betrifft, glaube ich, dass dieselbe nur scheinbar ist und durch die unter 1) 
und 2) genannten Umstinde (S. 68—69) befriedigend erklart wird. Es liegt 
demnach kein Grund vor, anzunehmen, dass die Permeabilitat der Protoplasten 
sich wahrend des Versuchs diesen Stoffen gegentiber vermindert. In dieser Hin- 
sicht scheinen somit die Protoplasten von Rhoeo sich den untersuchten Nicht- 
elektrolyten gegeniiber wesentlich anders zu verhalten, als sie sich nach Frrrinc 
zu Salzlésungen verhalten. 

Auf Grund der obendargelegten, das Ficx’sche Diffusionsgesetz betref- 
fenden Versuche kann man die Permeationskonstanten (P) der betreffenden 
Verbindungen in diesen Versuchen mittels der auf S. 65 angefiihrten Permea- 
tionsgleichung bereghnen, wenn man die in die Zellen eingedrungenen Stoff- 
mengen auf Grund der (allerdings bloss annahernd giiltigen) Gleichung 

1 . 
lich, der Berechnung diejenigen Punkte der empirischen Plasmolysekurve 
zugrunde zu legen, in denen die Kurven den theoretischen Diffusionskurven 
am genauesten folgen. Da bei Benutzung der Sekunde oder Minute als Zeit- 
einheit die P-Werte unbequem klein sein wiirden, wird hier die Stunde als 
Zeiteinheit gewahlt. Wenn man auf diese Weise vorgeht, erhalt man fiir die 
Permeationskonstanten z. B. folgende Werte: 


berechnet. (Vgl. S. 49 und 57.) Dabei empfiehlt es sich natiir- 


Dicvandiamiid sis 306505 0.038(12 St.); 0.035(24 St.); 0.034 (36 St.) 

Plarnstotigyaascistast 254 0.051 (12 —»—); 0.048(24 —»—); 0.048 (36 —»—) 
BAA MATS Pee tnontarias ese ames 0.107( 6 —»—); 0.108(12 —»—); 0.103 (24 —»—) 
Schwefelharnstoff ........ 0.128( 6 —»—); 0.119 (12 —»—); 0.114 (24 —»—) 
Methylharnstoff ........ 0.178( 4 —»—); 0.173( 8 —»—); 0.167 (12 —»—) 
IVCerlity To. sess os 8 ec 0.400( 2 —»—); 0.367( 4 —»—); 0.308 ( 8 —»—) 


Die ausgefiihrte Berechnung zeigt dasselbe, was man bereits bei der Prii- 
fung des Verlaufs der Plasmolysekurven beobachtete: Der aus den Plas- 
molysekurven berechnete Verlauf des Permeationsprozesses stimmt bei al- 
len hier betrachteten Stoffen im grossen und ganzen mit dem auf Grund 
des Ficx’schen Diffusionsgesetzes berechneten iiberein, was aus der an-. 
nahernden Konstanz der auf verschiedene Zeitpunkte beziiglichen P-Werte 
ersichtlich ist. Dgch zeigt sich bei allen sechs Stoffen die oben besprochene 
scheinbare Verlangsamung des Permeationsprozesses gegen Ende des Ver- 
suches. Wenn man die oben ausgerechneten Zahlen als absolute Masse 
fiir die Permeierfahigkeiten der in Frage stehenden Verbindungen aufstellt, 
muss doch zugleich darauf aufmerksam gemacht werden, dass sie nicht 
ganz genau miteinander vergleichbar sind, da sie sich auf verschiedene 
Blatter beziehen und an verschiedenen Tagen bestimmt worden sind. 
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Im Vorhergehenden ist bereits darautf hingewiesen worden, dass ich mit 
Hilfe von Spezialversuchen zu ermitteln versucht habe, wieviel von einigen 
Verbindungen im Verlauf kleinerer Zeitabschnitte wahrend der zwei ersten 
Versuchsstunden in die Zellen eingedrungen ist. Zu dieser Sonderunter- 
suchung kommen wir jetzt. 

Zunachst fiihrte ich, Malonamid und Glycerin auf die iibliche Weise 
miteinander vergleichend, acht 2-stiindige Versuche nach dem gewéhn- 
lichen Reihenverfahren aus. Hierauf zeichnete ich auf Grund der ange- 
stellten Versuche die mittleren Plasmolysekurven fiir jede der Verbindun- 
gen. Auf diese Weise gelangen wir zu Kurven, die ihrer Form nach an 
den Anfangsteil der auf Tafel II, S. 40 dargestellten Malonamid- und Gly- 
cerinkurve erinnern. Vorhin wurde bereits mehrfach hervorgehoben, dass 
die ersten 7-Werte der Kurven deshalb so niedrig sind, weil die plasmolysie- 
renden Stoffe eine gewisse Zeit brauchen, um in voller Konzentration durch 
die Zellmembranen hindurch bis an die Aussengrenze der Protoplasten 
heran zu diffundieren. Die von dieser Fehlerquelle freien, annahernd rich- 
tigen a-Werte der Glycerinkurve habe ich nun, wie folgt, zu berechnen 
versucht. Sagen wir, wir bekommen nach einer bestimmten relativ kur- 
zen Zeit als plasmolysierende Grenzkonzentration von Malonamid 0.250 GM, 
wahrend der urspriingliche osmotische Wert der Zellen in gewdéhnlicher 
Weise mit Saccharose gemessen 0.200 GM ist. Angenommen, dass das Ma- 
lonamid bis dahin gar nicht in die Protoplasten eingedrungen ist, und dass 
die ihrer Volumnormalitat nach gleich konzentrierten Lésungen von Saccha- 
rose und Malonamid denselben osmotischen Druck erzeugen, so kénnen 
wir schliessen, dass zu dem betreffenden Zeitpunkt die tatsadchliche Ma- 
lonamidkonzentration an der Aussengrenze der Protoplasten etwa 0.200 
betragt. Demnach sind bis zu diesem Zeitpunkt nur etwa there = 80%, 

.250 
des Malonamids aus der Aussenlésung durch das Gewebe bis an die Plas: 
mahaute der Epidermiszellen eingedrungen. Nun nehme ich an, dass auch 
das Glycerin bis zu dem entsprechenden Zeitpunkt im selben Masse wie 
das Malonamid bis zu den Plasmahauten vorgedrungen ist. Diese Annahme 
stiitzt sich auf den Umstand, dass die Molrefraktionen (MR,) dieser bei- 
den Stoffe annahernd gleich gross sind (Malonamid 22.9, Glycerin 20.s), 
was eine ungefahr gleich grosse Diffusibilitat dieser Stoffe wahrscheinlich 
macht. Erhalt man als plasmolytische Grenzkonzentration von Glycerin 
zu dem obenangenommenen Zeitpunkt z. B. 0.300, und sind, dem Vorher- 
gehenden entsprechend, auch 80 °/, des Glycerins bis zu diesem Zeitpunkt 
aus der Aussenlésung bis an die Plasmahaut vorgedrungen, so ist die Gly- 
cerinkonzentration an der Plasmahaut dabei 0.2410 GM, woraus man wiederum 
als dem besagten Zeitpunkt entsprechenden korrigierten a-Wert des Glycerins 
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0.200 
ia O.sss erhalt (vorausgesetzt, dass der osmotische Wert der ange- 


wandten Zellen derselbe gewesen ist wie bei dem entsprechenden Malona- 
midversuch). Die so gewonnenen osmotischen Koeffizienten sind dann noch 
in der Weise korrigiert, dass die ursptiinglich volumnormal hergestellten 
Lésungen auf Gewichtsnormalitat umgerechnet wurden (siehe S. 89). Ma- 
lonamid und Glycerin sind alles in allem in acht verschiedenen Reihen- 


Tafel X 
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versuchen miteinander verglichen worden, und die auf Tafel X befindliche 
Glycerinkurve ist folglich der Mittelwert der auf obige Weise gewonnenen 
acht Glycerinkurven. Die auf derselben Tafel sichtbaren Methylharn- 
stoff- und Dicyandiamidkurven sind auf ganz dieselbe Weise durch 
Vergleich dieser Verbindungen mit Malonamid erhalten. (Die Molrefraktion 
des Methylharnstoffs betragt 18.5, diejenige des Dicyandiamids 20.7.) Es 
sei darauf aufmerksam gemacht, dass diese Kurven weder in bezug auf- 
einander noch auch auf irgendwelche anderen obengeschilderten Kurven 
reduziert sind. Sie sind folglich jede nur einzeln mit den auf derselben 
Tafel eingetragenen theoretischen Diffusionskurven I-—III vergleichbar. 
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Diese theoretischen Kurven entsprechen den P-Werten 0.1518, 0.3078 und 
0.6324 (die 10 Min. entsprechenden z-Werte: 0.975, 0.950 und 0.900), 

Priifen wir nun den Verlauf der auf Tafel X befindlichen Dicyandia- 
mid-, Methylharnstoff- und Glycerinkurve und vergleichen sie mit den 
theoretisch konstruierten Diffusionskurven derselben Tafel, so sehen wir, 
dass die grossen Unterschiede, die zwischen dem Anfangsteil der gewohn- 
lichen, empirischen Plasmolysekurven und dem entsprechenden Teil der 
theoretischen Diffusionskurven herrschen, infolge der hier eingefiihrten Kor- 
rektion tatsdchlich fast ganz verschwunden sind. — Was den Verlauf die- 
ser drei Kurven noch im besonderen angeht, waren in Hinsicht auf sie 
zwei EKinwande zu erheben, wie sie z. B. die frither auf S. 66, Tafel IX, 
befindlichen Kurven nicht hervorrufen: 1) Der Verlauf der Permeier- 
kurven von Tafel X ist etwas unregelmassig, obgleich es sich hier um Mittel- 
werte aus mehreren Versuchen handelt; 2) scheinen besonders die 5’- und 
10’-z-Werte aller drei Kurven von Tafel X im Vergleich zu den anderen 
a-Werten ein wenig zu gross zu sein. Diese Abweichungen von den theo- 
retischen Diffusionskurven werden grdésstenteils verstandlich, wenn wir uns 
nun die Fehlerquellen vergegenwartigen, die bei diesen Versuchen in Frage 
kommen. 

1) Als erstes mége ausgesprochen werden, dass gegen die in Frage 
stehenden Kurven die friither auf S. 68—70 erwahnten Einwande 1), 3), 
4) und 5) kaum erhoben werden kénnen. Erstens wirkt die ungleiche Ver- 
kleinerung der Oberflache der Protoplasten in diesen Versuchen nicht merk- 
lich stérend ein, da ja die Konzentrationsunterschiede zwischen den L6- 
sungen ziemlich klein waren. Zweitens kommt ein Permeieren von Sac- 
charose hier gar nicht in Frage, da die Versuche nach dem gewéhnlichen 
Reihenverfahren — also ohne Zucker — gemacht wurden. Drittens griin- 
den sich die Kurven auf die unter Zugrundelegung der Gewichtsnormali- 
tat der Lésungen berechneten plasmolytischen Koeffizienten, und viertens 
sind die Temperatur- und Beleuchtungsschwankungen wegen der kurzen 
Dauer der Versuche wohl ganz gering gewesen. — Die im folgenden erér- 
terten Fehlerquellen sind dagegen sicherlich ernsterer Natur. 

2) Die genaue Bestimmung der den ersten Beobachtungszeiten ent- 
sprechenden plasmolysierenden Grenzkonzenration ist sehr schwer, da hier- 
bei Schnitte oft auch in ganz verschieden starken Lésungen denselben oder 
fast denselben Plasmolysegrad zeigen kénnen. Hieraus folgt, dass von den 
bestimmten z-Werten die den ersten Beobachtungen entsprechenden am 
unsichersten sind. Vorwiegend hierauf beruht wohl der relativ ungleich- 
massige Verlauf der dargestellten Kurven. 

3) Uber die -Werte der dargestellten Kurven ware ferner zu bemer- 
ken, dass sie sich auf eine Berechnung stiitzen, der zufolge als Aussenlésungs- 
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konzentration die beim Endpunkt einer bestimmten Zeit an der Plasmahaut 
berechnete Konzentration angesehen wird. Wenn man nach Verlauf von 5’ 
als Aussenlésungskonzentration z. B. 0.250 GM erhalt, ist zu beachten, dass 
diese Konzentration wdahrend der 5 ersten Versuchsminuten iiberhaupt gar 
nicht an der dusseren Plasmahaut geherrscht hat. Die betreffende Konzentra- 
tion ist im Gegenteil ganz im Anfang des Versuchs 0.000 gewesen und von da 
nach Verlauf von 5’ auf etwa 0.250 gestiegen. Demzufolge ist die Aussen- 
lésungskonzentration um den Protoplasten herum wahrend der 5’ in Wirklich- 
keit auch ihrem Durchschnittswert nach betrachtlich kleiner als 0.250 ge- 
wesen, und folglich gibt der nach Verlauf von 5’ bestimmte a-Wert das Ver- 
haltnis des urspriinglichen osmotischen Wertes der Zellen zu der Aussenlé- 
sungskonzentration, die innerhalb der ersten fiinf Versuchsminuten an der 
Plasmahaut tatsachlich geherrscht hat, unrichtig an. 

Auch wenn es méglich ware, die Gesamtstoffmenge, die z. B. binnen 5 
Minuten in die, Zellen permeiert ist, ganz genau zu bestimmen, so ist 
diese also doch, wegen der obwaltenden Versuchsverhialtnisse, kleiner als 
unter den fiir das Zeichnen der theoretischen Diffusionskurven vorausgesetz- 
ten Verhaltnissen. — Tatsachlich finden wir ja auch, dass besonders die nach 
5’ und 10’ bestimmten a-Werte ein wenig zu gross erscheinen. Diese Feh- 
lerquelle beeinflusst auch die spateren Beobachtungen, wenn auch in desto 
geringerem Masse, je vollstandiger der Konzentrationsausgleich zwischen 
der Konzentration der eigentlichen Aussenlésung und der an der Plasma- 
haut herrschenden Konzentration stattgefunden hat. 

4) Oben wurden die Diffusionsgeschwindigkeiten der miteinander ver- 
glichenen Verbindungen als gleich gross angenommen. Natiirlich stimmt 
diese Annahme nur annaherungsweise. Aber wenn auch die Diffusion der 
untersuchten Verbindungen mit gleicher Geschwindigkeit stattfande, wirkt 
ihr verschieden rasches. Permeieren in die Protoplasten doch auch stérend 
auf die ausgefiihrten Berechnungen. Die rascher permeierenden Verbin- 
dungen befinden sich wahrscheinlich nach Ablauf einer bestimmten Zeit in 
kleinerer Konzentration an der Aussengrenze der Protoplasten als die lang- 
samer permeierenden. Es gilt somit auch hier das schon auf S. 69 unter 
Punkt 2) Gesagte. Ungleiche Konzentrationen an den Plasmahauten kén- . 
nen auch durch die verschieden grosse Dicke der angewandten Schnitte be- 
wirkt worden sein. In Anbetracht dessen habe ich natiirlich versucht, die 
zu den vergleichenden Reihenversuchen benutzten Schnitte nach Moglichkeit 
gleich dick zu machen. Daduch dass man die Berechnungen auf Mittelwert- 
bestimmungen basiert, wird selbstverstandlich auch die Bedeutung dieser 
Fehlerquelle stark verringert. 

Die geschilderten Fehlerquellen sind zweifellos ziemlich schwerwiegender 
Natur. Besonders aus den allerersten Teilen der Kurven koénnen wir, dem 
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Vorhergehenden zufolge, keinerlei sichere Schlussfolgerungen ziehen. Das 
erzielte Ergebnis betreffs der Permeiergeschwindigkeit der untersuchten 
drei Verbindungen lasst trotzdem die Behauptung ausserst wahrscheinlich 
erscheinen, dass das Permeieren der untersuchten Verbindungen bereits von 
Anfang an nach dem Ficx’schen Diffusionsgesetz erfolgt. Ich finde also 
nichts, was fiir die von Frrrinc (17, S. 140) erwogenen Méglichkeiten sprache, 
wonach entweder die bei Versuchsbeginn sehr hohe Permeabilitat fiir Gly- 
cerin sofort nach der Beriihrung der Plasmahaute mit den Glycerinlésungen 
sehr stark herabgesetzt oder aber durch die Einwirkung der Glycerinlésun- 
gen infolge der Bildung osmotisch wirksamer Substanzen der osmotische 
Druck in den Zellen voriibergehend stark erhoht wiirde. 

Auf Grund aller in diesem Kapitel vorgelegten Ergebnisse sehe ich mich 
zu der generellen Behauptung berechtigt, dass das Permeteren der in dieser 
Hinsicht untersuchten sechs Verbindungen wenigstens, soweit feststellbar, 1m 
grossen und ganzen nach dem Ficx’schen Diffusionsgesetz erfolgt. Dies deu- 
tet auch darauf hin, dass das Permeieren der betreffenden Verbindungen 
in Rhoeo-Zellen in erster Linie ein physikalischer und kein physiologischer 
Prozess etwa von der Art der »adenoiden Tatigkeit» im Sinne OVERTON’s 
oder der »physiologischen Permeabilitat» im Sinne HOBER’s ist. 

Wie steht es nun in dieser Hinsicht mit den iibrigen in dieser Arbeit unter- 
suchten Stoffen? Was zunachst die schneller als das Glycerin permeterenden 
Verbindungen betrifft, wird man wohl kaum fehlgehen, wenn man die mit 
den sechs oben untersuchten Stoffen erzielten Resultate auch auf sie aus- 
dehnt. Denn je schneller eine Verbindung durch das Plasma permeiert, 
um so geringer sind wohl die Méglichkeiten fiir ein aktives Eingreifen in 
diesen Prozess seitens der Protoplasten. Auf plasmolytischem Wege 1lasst 
sich allerdings ein direkter Beweis fiir das Zutreffen des Diffusionsgesetzes 
beim Permeieren der schnell eindringenden Verbindungen kaum erbringen, 


vor allem weil die auf S. 50—52 unter 1) und 3) erwahnten Fehlerquellen — 


eine einigermassen sichere Schatzung der in bestimmten Zeitabschnitten 
permeierten Stoffmengen unméglich machen. Doch miissen die gleich zu 
besprechenden Versuche iiber die Exosmosegeschwindigkeit verglichen mit 
der Endosmosegeschwindigkeit wenigstens als ein wichtiges indirektes In- 
dizium fiir die einfach physikalische Natur der Permeation dieser Stoffe 
betrachtet werden. 

Anders steht es mit den untersuchten langsamer als Dicyandiamid per- 
mererenden Verbindungen (hauptsachlich mehrwertige Alkohole und Zucker- 
arten). Auf ihre Permeation kann ich die These von dem Zutreffen des 
Fick’schen Diffusionsgesetzes nicht ausdehnen, da ich iiber keine weder 
direkte noch indirekte diesbeziigliche Erfahrungen verfiige. 

Immerhin besteht wohl kaum ein Zweifel, dass wenigstens die aller- 
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meisten in der vorliegenden Arbeit behandelten Erscheinungen auf die 
passive, physikalische Protoplasmapermeabilitat Bezug haben. 
Zum Schluss sei noch erwahnt, dass z. B. Martan IRWIN (26) bei ihren 
Untersuchungen iiber das Permeieren von Brilliantcresylblau in Nétella- 
Zellen, Szics (75) bei seinen Untersuchungen von Methylviolett und TRONDLE 
(83) bei seinen Untersuchungen iiber das Eindringen von Piperidin, Chinin 
und Coffein in Spivogyra-Zellen das Permeieren nach dem Ficx’schen Ge- 
setz an Pflanzenzellen beobachtet haben wollen. (Die Versuche von Sziics 
und TRONDLE scheinen allerdings nicht ganz einwandfrei.) Andrerseits sind 
sowohl diese wie auch viele andere Forscher bei Anwendung anderer Ob- 


jekte und Verbindungen auch zu ganz entgegengesetzten Ergebnissen ge- 
langt. 


2. Vergleichende Untersuchungen tiber Endosmose- und 
Exosmosegeschwindigkeit. 


Mit den an Rhoeo-Zellen angestellten Endosmoseversuchen steht in eng- 
ster Verbindung die Untersuchung iiber die Exosmose der angewandten 
Verbindungen aus denselben Zellen. In Anbetracht der dusserst diirftigen 
Angaben, die bisher iiber diesen Gegenstand in der Literatur vorliegen, kann 
eine derartige Untersuchung an sich ein erhebliches Interesse beanspru- 
chen. Sie war ferner von Wichtigkeit, um die im vorigen Abschnitt be- 
handelte Frage von der »physikalischen» oder »physiologischen» Natur der 
untersuchten Permeationsprozesse von einer neuen Seite zu beleuchten. 

Zuerst wurde festgestellt, dass die aus der Aussenlosung in die Rhoeo- 
Zellen permeierte Verbindung auch tatsadchlich dann aus den Zellen exos- 
miert, wenn die Zellen in eine von der betreffenden Verbindung freie L6- 
sung gebracht werden. Diese Feststellung geschah in folgender Weise. 
Zuerst wurde der osmotische Wert der Zellen mit einer Saccharosereihe be- 
stimmt (0.172 GM), worauf die Schnitte in eine gleich konzentrierte Sac- 
charosereihe mit einem Zusatz von 0.300 GM Athylenglykol iibergefithrt wur- 
den. Hierbei werden die Zellen anfangs starker plasmolysiert und dann 
deplasmolysiert, bis, wenn nach 4 Stunden die Gleichgewichtslage erreicht 
ist, die plasmolysierende Grenzkonzentration 0.172 GM Saccharose + 0.300 
GM Athylenglykol ist. Nun wurden die Zellen wieder in die urspriingliche, 
reine Saccharosereihe zuriickgebracht, wo die Plasmolyse anfangs abnimmt 
und dann zunimmt, bis der Prozess wiederum nach Verlauf von 4 Stunden mit 
der Gleichgewichtslage 0.172 GM abschliesst. — Ein ganz gleicher Versuch 
wurde auch mit Acetamid ausgefiihrt, aber dabei war zur Entstehung der 
Gleichgewichtslage eine Zeit von 8 Stunden nétig. Das Ergebnis stimmt sonst 
mit dem Athylenglykolversuch iiberein. — Es ist klar, dass bei diesen bei- 
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den Versuchen die untersuchte Verbindung zuerst in die Zellen bis zur 
gleichen Konzentration mit der Aussenlésung permeiert und dann, nach 
Uberfiithrung der Schnitte in die reine Saccharosereihe, vollstandig aus den 
Zellen exosmiert ist. Alle anderen Deutungen der konstatierten Erscheinun- 
gen sind héchst unwahrscheinlich. 

Um die Exosmosegeschwindigkeit genauer mit der Endosmosegeschwin- 
digkeit derselben Verbindung vergleichen zu kénnen, habe ich Versuche 
ausgefithrt, deren Prinzip an der Hand des folgenden Beispieles erlautert 
werden mag. Ich wahlte zwei Verbindungen, von denen ich auf Grund vor- 
hergehender Versuche wusste, dass sie mit innerhalb der Fehlergrenzen glei- 
cher Geschwindigkeit in Rhoeo-Protoplasten eindrangen, z.B. Acetamid 
und Succinimid. Bei diesen beiden Stoffen ist das Diffusionsgleichgewicht 
zwischen Aussenlésung und Zellsaft nach etwa 8 Stunden erreicht. Ich be- 
stimmte nun zuerst den osmotischen Wert der Zellen eines Rhoeo-Blattes 
mit Saccharose (0.156 GM), worauf ich eine Lésungsreihe bereitete, die 
0.200 GM Acetamid + 0.125—0.199 GM Saccharose enthielt. Die Lésun- 
gen waren um 0.005 GM Saccharose abgestuft. Nachdem ich eine Reihe 
Schnitte des zu untersuchenden Blattes in diese Lésungsreihe gelegt hatte, 
bestimmte ich nach 12 Stunden die plasmolysierende Grenzkonzentration. 
Das Ergebnis war 0.158 GM Saccharose + 0.200 GM Acetamid. Das Aceta- 
mid war also tatsachlich, wie zu erwarten war, bis zur Konzentrationsgleich- 
heit in den Zellsaft eingedrungen. Hierauf brachte ich die Schnitte aus der 
obengenannten Acetamid-Saccharosereihe in eine ganz entsprechende Succin- 
imid-Saccharosereihe (alle Konzentrationen wie oben, nur Succinimid an 
Stelle von Acetamid). Die plasmolysierende Grenzkonzentration in dieser 
Lésungsreihe wurde nach 5’, 10’, 15’, 20’, 30’, 40’, 50’, 60’, 90’, 120’, 180’, 
240’, 8 St. und 12 St. bestimmt. Hierbei stellte ich fest, dass die mittels 
der Acetamid-Saccharosereihe bestimmte plasmolysierende Grenzkonzentra- 
tion 0,158 GM Saccharose (+ 0.200 GM Acetamid) fast unverandert blieb; 
bei den obenerwahnten Beobachtungszeiten schwankte sie zwischen 0.156 
und 0.160 GM Saccharose (-+0.200 GM Succinimid). — Es liegt auf der Hand, 
dass, sobald man die Zellen in die Succinimid-Saccharosereihe legt, das 
Succinimid auf die gewohnliche, festgestellte Art in die Zellen einzudringen 
anfangt. Da jedoch diese Endosmose keine nennenswerte Verdinderung des osmo- 
tischen Wertes der mit Acetamid behandelten Zellen bewirkt, diirfte es klar sein, 
dass Acetamid gleichzeitig mit gleicher Geschwindigkeit aus den Zellen exos- 
miert. Kin Sinken der plasmolytischen Grenzkonzentration in der Succin- 
imid-Saccharosereihe wiirde bewiesen haben, dass Acetamid rascher exos- 
miert, als Succinimid endosmiert, und ein Steigen dieser Grenzkonzentration 
wiirde auf das umgekehrte Geschwindigkeitsverhaltnis deuten. — Da ich 
‘friiher nachgewiesen hatte, dass Acetamid und Succinimid beide fast gleich 


ee 
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rasch in die Rhoeo-Zellen endosmieren, ziehe ich aus dem Gesagten ferner- 
hin den Schluss, dass 1) Acetamid ebenso rasch aus den Rhoeo-Zellen exos- 
miert, wie es in sie hinein endosmiert. 

In ganz entsprechender Weise untersuchte ich auch die Exosmose des 
Succinimids und stellte dabei fest, dass diese Verbindung aus den Zellen 
ebenso rasch exosmierte, wie Acetamid in sie hinein endosmierte; hieraus 
folgere ich weiter, dass 2) auch die Exosmose- und die Endosmosegeschwindig- 
keiten von Succinimid gleich gross sind. 

Als zweites Verbindungspaar benutzte ich nun Athylenglykol und Pina- 
konhydrat, von denen ich, wie aus der Tabelle auf S. 87 hervorgeht, fest- 
gestellt hatte, dass sie annahernd gleich schnell in die Rhoeo-Zellen endos- 
mieren. Das Ergebnis war dem mit Acetamid und Succinimid erhaltenen 
analog: es wurde festgestellt, dass sowohl 3) Pinakonhydrat wie 4) Athylen- 
glykol ebenso rasch aus den Zellen exosmieren, wie sie in diese hinein endosmieren. 

Schliesslich wahlte ich fiir meine Exosmoseexperimente zwei Verbindun- 
gen, deren plasmolysierende Wirkung auf Rhoeo-Zellen meiner Beobach- 
tung zufolge etwas verschieden gross ist, nimlich Athylenglykol und Pro- 
pionamid. Aus Tabelle II, S. 87, ergibt sich, dass Propionamid namentlich 
im Anfang des Versuchs die Zellen starker plasmolysiert als Athylenglykol, 
so dass es dabei langsamer als Athylenglykol zu permeieren scheint. — 
Zunachst untersuchte ich die Exosmose von Propionamid durch Vergleichen 
mit der Athylenglykolendosmose. Hierbei waren die Schnitte, deren osmo- 
tischer Wert mit reinen Saccharoselésungen zu 0.158 GM bestimmt worden 
war, 8 Stunden in der Reihe 0.125—0.185 GM Saccharose + 0.200 GM Pro- 
pionamid (Konzentrationsunterschied 0.005 GM Saccharose.) Die plasmoly- 
sierende Grenzkonzentration der Zellen wurde nun wieder zu 0.158 GM Saccha- 
rose (+0.200 GM Propionamid) festgestellt, und die Schnitte wurden dann 
in eine zweite, ebensolche Lésungsreihe tibergefiihrt, die anstatt Propion- 
- amid die gleiche Konzentration Athylenglykol enthielt. Nun fangt das in 
den Zellen befindliche Propionamid an, aus ihnen heraus zu exosmieren, 
und umgekehrt das Athylenglykol aus der Aussenlésung in die Zellen zu 
dringen. Dabei geht die Plasmolyse zuerst deutlich ein wenig zuriick — die 
plasmolysierende Grenzkonzentration steigt wahrend 30’—40’ auf 0.168— 
0.167 GM Saccharose (+0.200 GM Athylenglykol) —, dann verschiebt sich 
aber die Grenzkonzentration in umgekehrter Richtung, so dass sie nach 
4 St. 0.189 GM Saccharose (+0.200 GM Athylenglykol), also wieder fast 
den urspriinglichen Wert betragt. — Demzufolge ist es klar, dass der osmo- 
tische Wert der Zellen in den Saccharose-Athylenglykollésungen sich an- 
fangs vergréssert hat. Dies lasst sich zweifellos am einfachsten so erklaren, 
dass 5) Athylenglykol ein wenig rascher in die Zellen endosmiert, als Propion- 


amid aus thnen heraus exosmiert. 
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Nachdem ich zu diesem Ergebnis gekommen war, erachtete ich es ferner 
als notwendig, auf die obengeschilderte Weise, aber in umgekehrter Reihen- 
folge, festzustellen, dass 6) auch Athylenglykol ein wenig rascher aus den Aaa 
len exosmiert, als Propionamid in sie hinein endosmiert. Aus den Ergebnis- 
sen 5) und 6) ziehe ich den Schluss, dass 7) Propionamid mut gleicher Geschwin- 
digkeit sowohl exosmiert wie endosmiert. 

Von den geschilderten Exosmoseversuchen erhalten wir am besten eine 
Vorstellung durch eine graphische Darstellung derselben. Diese findet sich auf 


Tafel XI 
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Tafel XI. Als erstes (I) ist darauf das Ergebnis des Acetamid-Succin- 
imidversuchs wiedergegeben. Die ausgezogene Linie gibt die Unterschiede 
der z-Werte der reduzierten Endosmosekurven dieser Verbindungen an 
und zwar in der Weise, dass z. B. im Teil I ein Ansteigen der Kurve ober- 
halb der 0-Linie bedeutet, dass der 7-Wert des Succinimids grésser als der des 
Acetamids ist. So z.B. besagen die Zeichen der Tafel, dass nach Verlauf 
von 15’ der a-Wert von Succinimid um 0.005 kleiner ist als der von Acetamid; 
hiernach zu urteilen, wiirde also Succinimid bis zu diesem Zeitpunkt ein 
klein wenig rascher in die Zellen permeiert sein als Acetamid. Nach 40’ 
sehen wir wiederum, dass der a-Wert von Acetamid um 0.030 kleiner ist 
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als der entsprechende Wert von Succinimid. Gerade aus den geringen Unter- 
schieden der a-Werte folgere ich, dass Acetamid und Succinimid derartig 
gleich rasch in die Rhoeo-Zellen permeieren, dass man in dieser Hinsicht irgend- 
welchen Unterschied mit Sicherheit nicht feststellen kann. Die punktierte 
Linie in Teil I der Tafel XI zeigt wiederum, dass die Exosmose von Acetamid, 
im Vergleich zur Endosmose von Succinimid, — wie an den 2-Wertunterschie- 
den festzustellen ist — beinahe ebenso rasch erfolgt ist. In Teil II der Ta- 
fel XI stelle ich einen ebensolchen Vergleich zwischen der Geschwindigkeit 
von Succinimidexosmose und von Acetamidendosmose dar; das Ergebnis 
stimmt hier mit dem obigen iiberein, natiirlich ohne Beriicksichtigung der 
ganz kleinen z-Wertunterschiede, die schon mit der Ausfiihrung eines ein- 
zelnen, vergleichenden Versuchs unvermeidlich verkniipft sind. — Die Teile 
III und IV der Tafel XI veranschaulichen auf die obengeschilderte Weise 
die Permeiergeschwindigkeitsverhiltnisse von Athylenglykol und Propion- 
amid. Von diesen Verbindungen endosmiert, wie gesagt, meines Erachtens 
Athylenglykol ein wenig rascher in die Rhoeo-Zellen als Propionamid; dies 
ist aus der zusammenhangenden Linie, die an den betreffenden Stellen der 
Tafel eingezeichnet ist, ersichtlich. Ferner habe ich festgestellt, dass Athylen- 
glykol etwas rascher in die Zellen endosmiert, als Propionamid aus denselben 
exosmiert (Teil III), und schliesslich machte ich auch die Beobachtung, 
dass die Athylenglykolexosmose (Teil IV) etwas rascher stattfindet als die 
Propionamidendosmose. — Wohl den interessantesten Teil von Tafel X 
bilden die Abteilungen V und VI, d.h. der Vergleich von Athylenglykol 
und Pinakonhydrat. Wenn wir an den betreffenden Stellen die zusam- 
menhangende Linie, welche die 2-Wertunterschiede der reduzierten Endos- 
mosekurven dieser Verbindungen darstellt, betrachten, so scheint das Per- 
meieren von Pinakonhydrat etwa bis zu 2U—25 Minuten nach Versuchs- 
beginn ein wenig rascher zu sein, worauf dann wieder die Athylenglykol- 
~endosmose rascher erscheint. Auf Tafel V, S. 44, ist dieser Unterschied 
hinsichtlich der Form der Plasmolysekurven von Athylenglykol und Pinakon- 
hydrat bereits graphisch dargestellt, und auf S. 42 und 88 ist die Ursache der- 
selben erklart. — Sehr interessant war die Feststellung, dass auch die Exos- 
moose von Athylenglykol und Pinakonhydrat aus den Zellen offenbar auf 
die gleiche Weise geschieht, — ein Umstand, den die punktierten Linien 
der Teile V und VI von Tafel XI erweisen. Mit anderen Worten: auch die 
Pinakonhydratexosmose scheint bei Beginn des Versuchs (etwa 15—20 
Minuten lang) ein wenig rascher zu erfolgen als die Athylenglykolendos- 
mose (Teil VI); nach diesem Zeitpunkt scheint wiederum die Athylenglykol- 
endosmose rascher zu sein. Ganz ebenso erkennt man aus Teil V, Tafel XI, 
das Verhaltnis der Endosmosegeschwindigkeit von Pinakonhydrat zur Exos- 
mosegeschwindigkeit von Athylenglykol. —- Die Exosmoseversuche mit Athy- 
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lenglykol und Pinakonhydrat unterstiitzen unter diesen Umstanden meine 
Erklarung betreffs der Form der Plasmolysekurven von zwei ihrem Mole- 
kularvolumen nach sehr verschieden grossen, aber ziemlich gleich rasch 
permeierenden Verbindungen (siehe S. 42 und 88). 

Alle in diesem Kapitel dargelegten Ergebnisse zeigen, dass die Exosmose 
sdmtlicher von mir in dieser Hinsicht untersuchten chemischen V erbindungen 
ganz ebenso rasch wie die Endosmose derselben V erbindungen stattjindet. Auch 
dieser Umstand spricht sehr dafiir, dass die Permeation der untersuchten 
Verbindungen im wesentlichen einen Diffusionsvorgang darstellt und nicht 
auf eine aktive Betatigung der lebenden Protoplasten zuriickzufiihren ist. 


3. Vergleich der Permeierfahigkeiten der untersuchten Verbindungen. 


a. Vergleich der Permeierfaéhigkeiten auf Grund der P-Werte. 


Wie vorhin hervorgehoben worden ist, kénnen nicht die in der Zeit- 
einheit permeierten absoluten Stoffmengen an sich als ein exaktes Mass des 
Permeiervermégens der betreffenden Verbindungen angesehen werden. Es 
muss vielmehr auch die Grésse des treibenden Diffusionsgefalles beriick- 
sichtigt und in Rechnung gestellt werden. Man gelangt auf diesem Wege 
dazu, in allen denjenigen Fallen, wo die Permeation dem Diffusionsge- 
setz gehorcht, die nach der auf S. 65 angegebenen Permeationsgleichung 
berechneten Permeationskonstanten P als rationelles, auch quantitativ 
befriedigendes Mass des Permeiervermégens aufzustellen. 

Wenn es nun gilt, die Permeierfahigkeiten der in vorliegender Arbeit 
untersuchten 39 Verbindungen untereinander zu vergleichen, ware die- 
ser Vergleich also unzweifelhaft am besten auf Grund der P-Werte dieser 
Verbindungen vorzunehmen. Leider ist dies jedoch nicht méglich, da ich 
aus Griinden, die vorhin auseinandergesetzt sind, nur hinsichtlich weniger 
Stoffe im stande war, die in bestimmten Zeitabschnitten aufgenommenen 
Stoffmengen einigermassen exakt zu bestimmen, und zwar mittelst der auf 
S. 49 und 57 angegebenen approximativen Gleichung. Nur fiir diese etwa 
sechs Verbindungen lasst sich somit auch der P-Wert mit befriedigender 
Genauigkeit berechnen. 

Auf S. 71 wurden bereits P-Werte dieser sechs Verbindungen mitgeteilt. 
Wie schon an der betreffenden Stelle betont wurde, sind jedoch die dort 
angegebenen P-Werte nicht vollkommen geeignet, um als Grundlage fiir den 
Vergleich der Permeierfahigkeiten der verschiedenen Verbindungen unter- 
einander zu dienen, da die betreffenden Versuche mit verschiedenen Blat- 
tern an verschiedenen Tagen ausgefiihrt wurden. Um besser miteinander 
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vergleichbare P-Werte zu bekommen, kann man von den z-Werten der te- 
duzierten Plasmolysekurven (bzw. der Tabelle II, S. 87) ausgehen. Diese 
Werte stellen ja Mittelwerte aus mehreren Versuchen dar und sind somit 
auch méglichst wenig von zufalligen Versuchsfehlern beeinflusst. Da je- 
doch die P-Werte etwas verschieden ausfallen, je nachdem, welchen Punkt 
der Plasmolysekurve man der Berechnung zugrunde legt (vgl. S. 71), so muss 
man, um zu gut vergleichbaren Werten zu gelangen, eitiander entsprechende 
Punkte der verschiedenen Kurven wahlen. Diesem Prinzip gemass wurden 
fiir die Berechnung der in Tabelle I angegebenen P-Werte diejenige Punkte 
der reduzierten Kurven gewahlt, die einem 2-Wert von rund 0.65 (bei Di- 
cyandiamid 0.69) entsprachen!). Der besseren Ubersicht wegen sind in 
der Tabelle neben den direkt aus der Permeationsgleichung (S. 65) berech- 
neten absoluten P-Werten auch relative Permeationskonstanten eingetragen, 
welche angeben, um wieviel mal grésser das Permeiervermégen der betreffen- 
den Verbindung als das Permeiervermégen des Harnstoffs ist. 


Tabelle I. 


Miteinander vergleichbare Permeationskonstanten einiger Verbindungen. 


; Permeationskonstante 
Verbindung absolut telativ 
Dicyandiantid ons. 0.046 0.78 
EVATIS COLL Mes eee hese her ieee 0.059 4.00 
Laktamid eR Mas, Salvia 0.073 1.24 
Schwefelharnstoff ........ | 0.103 4.74 
Metin Udarnstoti yarn cer 0.185 3.14 
(SEV Cetithen wok). spreveruer = cee 0.260 4Al 


Auf Grund dieser Zahlen lasst sich somit sagen, dass — gleichgrosse trei- 
bende Diffusionsgefalle vorausgesetzt — Laktamid 1.24 mal, Schwefelharn- 
stoff 1.74 mal, Methylharnstoff 3.14 mal und Glycerin 4.41 mal schneller als 
Harnstoff in die Epidermiszellen von Rhoeo permeiert, wahrend Dicyandia- 
mid 1.28 mal langsamer als Harnstoff eindringt. Natiirlich gelten diese An- 
gaben nur innerhalb der vorhin diskutierten Fehlergrenzen der plasmoly- 
tischen Methode. 

Um die Permeierfahigkeiten verschiedener Verbindungen auf Grund 
ihrer P-Werte zu vergleichen, kann man auch einen einfacheren Weg ein- 
schlagen. Wenn man namlich einmal festgestellt hat, dass die Permeation 


1) Die P-Werte, die PorJARVI (55, S. 83) auf Grund meiner Plasmolyse- 
kurven berechnet hat, weichen etwas von den hier mitgeteilten P-Werten ab, da 
er fiir seine Berechnung einander nicht ganz entsprechende Punkte gewahlt hat. 
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der miteinander zu vergleichenden Verbindungen nach dem Diffusionsgesetz 
geschieht und dass nach erreichtem Diffusionsgleichgewicht annadhernde 
Konzentrationsgleichheit in bezug auf die permeierenden Stoffe zwischen 
Zellsaft und Aussenlésung vorhanden ist, so braucht man nicht, um die Per- 
meierfahigkeiten dieser Verbindungen zu vergleichen, die ganzen Plasmoly- 
sekurven zu ermitteln. Vielmehr kann man sich mit einem Punkt jeder Kurve 
begniigen. Dadurch gewinnt man den Vorteil, dass man mit wenigen Lésun- 
gen auskommen und daher bequem mehrere verschiedene Stoffe gleichzeitig 
an Schnitten desselben Blattes priifen kann. Selbstverstandlich muss der zu 
untersuchende Punkt der Plasmolysekurve so gewahlt werden, dass die 
vorhin besprochenen Fehlerquellen, die immer mit der Schatzung der per- 
meierten Mengen auf Grund plasmolytischer Daten verkniipft sind, még- 
lichst wenig stérend einwirken. Am besten eignet sich wohl daher zu die- 
sem Zweck derjenige Punkt, der dem 7-Wert 0.5 entspricht. (Wenn es sich 
um eine Verbindung handelt, fiir die die auf S. 49 und 57 angegebene Glei- 
chung zutrifft, gibt dieser Punkt ja an, dass die Konzentration des permeieren- 
den Stoffes im Zellsaft die Halfte der Konzentration desselben Stoffes in 
der Aussenlésung erreicht hat.) 

Ich habe (am 22. 1.1925) einen derartigen Versuch bei 18—21°C mit 
Harnstoff, Schwefelharnstoff, Methylharnstoff und Glycerin ausgefiihrt. 
Ich bestimmte dabei zuerst den osmotischen Wert der Zellen mit einer 
Saccharosereihe zu 0.210 GM. Dann bereitete ich aus jeder der zu unter- 
suchenden Verbindungen eine 0.420-norm. Lésung. Diese Konzentration 
war, wie ersichtlich, so gewahlt, dass die Deplasmolyse vollendet ist, wenn 
die Zellsaftkonzentration um die Halfte der Aussenlésungskonzentration zuge- 
nommen hat. Hierauf legte ich einen Schnitt in je eine Lésung, wobei die 
Zellen in allen Lésungen sehr bald stark plasmolysiert wurden. Dann ver- 
folgte ich die Deplasmolyse in den verschiedenen Lésungen bis zu dem Zeit- 
punkt, wo ich den Plasmolysegrad der zu priifenden Zellen des Schnittes 
zu 1/, feststellen konnte. Die so gefundenen Zeitwerte und die hieraus be- 
rechneten P-Werte waren: 


Verbindung Zeit Permeationskonstante 
absolut telativ 
Fi atnstotnes yu ae trots eh eke 14° St. 2% 0.049 1.00 
Schwefelharnstoff ...... has VAN (0.089 1.82 
Methylharnstoff ........ 42. bed ta 0.166 3.39 
Gly Ceriti i, crc, y eee tee Spy Ah 0.220 4.49 


Noch ein anderes Mal (am 28. 12. 1928) verglich ich in ahnlicher Weise 
die Permeierfahigkeiten der genannten vier Verbindungen untereinander. 
Diesmal wurde der Versuch jedoch in einem dunklen Thermostaten bei 


: 
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23 —24° C ausgefiihrt. Das Ergebnis geht aus folgender Zusammenstellung 
hervor: 


Verbindung Zeit Permeationskonstante 
absolut telativ 
ETAL SCO I merece maki. sy fas LOSE 5! 0.068 1.00 
Schwefelharnstoff ...... By ay A 0.122 1.79 
Methyiharnstotiy a... 4. aye aly 0.218 3.13 
Palweeriy 0.6 home. oP. De ye AB? ().380 4.85 


Die Ubereinstimmung der zu verschiedenen Zeiten und in verschiedener 
Weise durchgefiihrten Vergleiche der relativen Permeierfahigkeiten ist mit- 
hin sehr befriedigend. Es ist interessant festzustellen, dass dies auch dann 
zutrifft, wenn in den verschiedenen Versuchen die absoluten P-Werte be- 
deutende Unterschiede aufweisen. Die die Permeabilitat vergréssernden 
bzw. vermindernden Faktoren scheinen also in den untersuchten Fallen 
auf das Permeiervermégen der verschiedenen Stoffe gleichsinnig eingewirkt 
zu haben. 


b. Vergleich der Permeierfahigkeiten auf Grund des Gesamtverlaufs 
der Plasmolysekurven. 


Wenn es sich um Verbindungen handelt, bei denen es nicht gelingt, die 
in bestimmten Zeitabschnitten permeierten Mengen einigermassen genau 
zu schatzen, so besteht keine Méglichkeit, auf Grund plasmolytischer Ver- 
suche anzugeben, um wieviel mal grésser das Permeiervermégen einer Verbin- 
dung als das einer anderen ist. 

Es bleibt unter solchen Umstanden nichts anderes iibrig, als von dem 
Grundsatz auszugehen, dass ein grdsseres Plasmolysiervermégen im all- 
gemeinen ein geringeres Permeiervermégen bedeutet, und so auf Grund 
des Gesamtverlaufs der Plasmolysekurven zu entscheiden zu suchen, wel- 
ches die Reihenfolge der Permeierfiligkeiten der verschiedenen untersuchten 
Verbindungen ist. Auch diese Aufgabe, die unter sorgfaltiger Beriicksichti- 
gung der auf S. 50—57 behandelten Gesichtspunkte erfolgen muss, ist nicht 
ganz leicht zu lésen. 

Tabelle II zeigt das Ergebnis meines Versuchs, die gepriiften Verbin- 
dungen nach abnehmendem Permeiervermégen in einer fortlaufenden Reihe 
zu ordnen. Wir sehen darin in Spalte 1 die dem Permeiervermégen der unter- 
suchten Verbindung entsprechende laufende Nummer und in Spalte 2 den 
Namen der Verbindung. In solchen Fallen, wo es nicht méglich erscheint, 
auf Grund der ausgefiihrten Versuche mit Sicherheit zu entscheiden, welche 
yon zwei oder mehreren Verbindungen ein grésseres Permeiervermégen 
hat, sind die Namen dieser Verbindungen durch geschwungene Klammern 
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miteinander vereinigt. Spalte 3 wiederum gibt die Molrefraktionen der Ver- 
bindungen an und Spalte 4 die Molekulargewichte. Der maximale osmo- 
tische Koeffizient (der o-Wert im Sinne Frrrrnc’s) jeder Verbindung ist in 
Spalte 5 eingetragen, und Spalte 6 schliesslich zeigt die nach Verlauf ge- 
wisser Zeitraume (15’, 30’, 60’, 120’, 240’, 480’) bestimmten plasmoly- 
tischen Koeffizienten (a-Werte). — bedeutet, das die betreffende Be- 
stimmung nicht ausgefiihrt worden ist, sei es wegen der Giftigkeit der be- 
treffenden Verbindung (z. B. Trimethylcitrat und i-Valeramid nach 480’ 
und 00’) oder aus anderen Griinden. In Spalte 6 bedeutet co’, dass die Be- 
stimmung nach etwa 20—24 Stunden gemacht worden ist; von Erythrit 
bis Saccharose wurde diese Bestimmung nach Verlauf von genau 24 Stunden 
ausgefiihrt. 

In diesem Zusammenhang kénnten wir nun die Frage aufwerfen, ob 
man vielleicht mit ebenso gutem oder sogar besserem Erfolg die osmoti- 
schen (isotonischen) Koeffizienten als Kriterium des Permeiervermégens der 
verschiedenen Verbindungen hatte anwenden kénnen. In dieser Hinsicht 
gehen bekanntlich die Ansichten der verschiedenen Forscher sehr auseinan- 
der. LEPESCHKIN betrachtet auch in einer von seinen letzten diesbeziiglichen 
Ver6ffentlichungen (35) die isotonischen Koeffizienten als ein geeignetes Mass 
des Permeiervermégens. Frrrinc dagegen bestreitet die Zuverlassigkeit 
der betreffenden Methode (15—17). Er kam, indem er das Permeieren des 
Glycerins in verschiedene Pflanzenzellen auf plasmolytischem Wege ver- 
folgte, zu dem auffallenden Ergebnis, dass irgendwelche Beziehungen zwi- 
schen der Grésse des osmotischen Koeffizienten o von Glycerin und der Grésse 
der Permeabilitat der betreffenden Zellen fiir diesen Stoff nicht bestehen, 
sofern man die Geschwindigkeit des Plasmolyseausgleichs als Massstab der 
Durchlassigkeit benutzt. 

Vergleichen wir die in Tabelle II angegebene Reihenfolge der Permeier- 
fahigkeiten der untersuchten Verbindungen mit den o-Werten der Spalte 5, 
so kénnen wir deutliche Beziehungen zwischen ihnen feststellen; d.h. je 
rascher die untersuchte Verbindung nach Ausweis ihrer gesamten Plas- 
molysekurve zu permeieren scheint, desto kleiner ist im allgemeinen auch 
ihr maximaler plasmolytischer Koeffizient. Diese Regel trifft so genau zu, 
dass, wenn man die untersuchten Verbindungen ausschliesslich nach der 
Grésse ihrer o-Werte ordnen wollte, man im grossen und ganzen die in Ta- 
belle II angegebene Reihenfolge bekame. 

Man k6nnte auf Grund dieser Feststellung zunachst daran denken, den 
osmotischen Koeffizienten als ein etwa ebenso genaues Kriterium des Per- 
meierverm6gens zu betrachten wie die Deplasmolysegeschwindigkeit, be- 
zogen auf das jeweilige Diffusionsgefalle zwischen Aussenlésung und Zell- 
saft. Eine genauere Betrachtung zeigt jedoch, dass dem nicht so ist. Ich 
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2 3 
Name der Verbindung MR) 
Wasser aoe Ou 
mena . 164.7 
Methylalkohol 8.2 
Athylalkohol . (12.8 
Wee ered sb 
Methylurethan ...... |16.5 
Astipyrinw od. ch. 56.1 
Pe eisiece ae 50.3 
i-Valeramid yer 20.7 
n-Butyramid ........ |24.1 
Athylenglykol ...... |14.4 
Pilainnaeas eer 55.3?) 
Propionamid Ji. 19.5 
ae syeulLO.6 
@-Monochlorhydrin .. [24.0 
[Diacetin A Pe . (89.4 
a- Glycerinathylather. 30.0 
mecetannad Se. 757...: 14.9 
\Succinimid . . Reizacis) 
Didthylharnstose . i o2e7 
Dimethylharnstoff . .. |23.4 
Monacetin . . . [80.0 
Glycerin... -- .. |20.6 
Methylharnstoff | . (18.5 
Schwefelharnstoff .. |20.9 
Laktamid 5 a PALEG 
- Harnstoff . [18.7 
Dicyandiamid 5 PANY: 
Erythrit . . |26.8 
oe Sie tore se 31.4 
Methylglukosid ...... |41.7 
Glukose 187.5 
EL OBS ais ys «cy foes: 74.6°) 
Malonamid . Be 22.9 
Arbutin . 164.64) 
Mannit... eeloded 
Laktose Behe i 4260) 
Salicin ... . 167.3 
DACCHATOSE ais. fis « 70.4 


6 
It 
15’ | 30' | 60’ | 4207 240" | 480" | oot 
| 
0.003 0.000 | 0.000} 0.000 /0.000} — | — 
0.007 0.006 | 0.004] 0.002 |0.002; — | 0.001 
0.012 0.013 | 0.009} 0.004| 0.000} — | 0.003 
0.012 0.017 | 0.010} 0.002 | 0.000} — | -0.002 
0.026 0.036 | 0.018] 0.005 | 0.002 | 0.001 | -0.006 
0.060 0.068 | 0.043|0.018|0.000} — | -0.003 
0.083 0.055 | 0.038|0.018/0.007] — | — 
0.117 0.082 | 0.050| 0.025 | 0.000} — = 
0.128 0.087 | 0.058}0.024|0.002| — | -0.009 
0.205 0.137 | 0.057| 0.020 | 0.000 | 0.000 | -0.015 
[0.189]*)| [0.151] | 0.095/ 0.033 | 0.010 | 0.004] 0.002 
[0.253] | 0.167 | 0.052} 0.014 | 0.002 | 0.000] -0.012 
0.280 0.198 | 0.062| 0.020 | 0.000} 0.000} 0.000 
[0.273] | [0.212] | 0.101| 0.024 | 0.004 | 0.001} 0.000 
[0.214] | [0.205] | 0.160| 0.095 | 0.050 | 0.010 | -0.008 
[0.280] | 0.302 | 0.188] 0.085 | 0.020 |0.000} 0.000 
0.500 | 0.338 | 0.147| 0.055 | 0.015 | 0.002 | -0.020 
0.495 0.360 | 0.157] 0.055 | 0.017 | 0.001 | -0.018 
[0.490] | 0.457 | 0.253] 0.105 | 0.055 | 0.013 | -0.015 
[0.484] | 0.485 | 0.348] 0.180 | 0.090} 0.040] 0.011 
[0.651] | 0.675 | 0.588] 0.471 |0.340) — | — 
[0.776] | [0.778] | 0.740] 0.622 |0.447/0.238] — 
[0.815] | 0.855 | 0.798] 0.675 |0.519| 0.309} — 
[0.811] | 0.872 | 0.834] 0.752 |0.675|0.510| — 
[0.797] | 0.862 | 0.830} 0.781 | 0.727} 0.590} — 
[0.828] | 0.885 | 0.864/0.823 | 0.770 ;0.632| — 
0.814 0.879 | 0.873] 0.847 |0.794|0.689} — 
24 St. | 
— — | 0.895|0.903 | 0.894 }0.872| 0.779 
= 0.857 | 0.898] 0.914 |0.910|0.890| 0.810 
= S 0.944 | 0.955] 0.964 |0.964/0.941| 0.814 
a 0.946 | 0.961/0.979 | 0.977/0.956| 0.844 
— — | 0.958}0.974|0.970|0.946| 0.863 
— _ | [0.875] | 0.930} 0.951 | 0.948 | 0.932| 0.898 
— — | 0.937] 0.968 | 0.968 |0.966| — 
= — | 0.977} 0.985 | 0.985 |0°976} 0.911 
== 0.976 | 0.989) 0.994 | 0.994 |0.991| 0.927 
_— — | 0.965! 0.976 | 0.992 |0.984| 0.933 
a 0.989 | 0.994| 4.000 | 4.000 | 0.994} 0.937 


Tabelle II. 
4 5 
M fo) 
18.0 — 
276.2 | 0.003 
32.0 | 0.008 
46.1 | 0.014 
89.1 | 0.017 
75.1 | 0.036 
188.2 | 0.068 
234.2 | 0.090 
104.1 | 0.145 
87.1 | 0.170 
62.1 | 0.229 
226.27)! 0.199 
73.1 | 0.287 
45.0 | 0.312 
110.5 | 0.282 
176.1 | 0.217 
120.1 | 0.307 
59.1 | 0.530 
417.1°)| 0.531 
116.1 | 0.492 
88.1 | 0.516 
134.1 | 0.685 
92.1 | 0.780 
74.1 | 0.856 
76.1 | 0.872 
89.1 | 0.862 
60.1 | 0.885 
84.1 | 0.890 
122.1 | 0.903 
150.1 | 0.914 
194.1 | 0.964 
180.1 | 0.979 
360.15)| 0.974 
102.1 | 0.951 
281.24)| 0.968 
182.1 | 0.985 
360.3°)| 0.994 
286.2 | 0.994 
342.2 | 1.000] 


1) Die in Parenthesen stehenden z-Werte sind durch Interpolieren erhalten. 
2) 6 Molekiile Kristallwasser mit einberechnet. 


8) 4 Molekil Kristallwasser mit einberechnet. 


*) 1/5 Molekiil Kristallwasser mit einberechnet. 
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beschranke mich hier darauf, einen Gesichtspunkt hervorzuheben: Schon 
vorhin (S. 42) wurde erwahnt, dass von den Plasmolysekurven zweier etwa 
gleich schnell permeierender Verbindung von sehr verschieden grossem Mo- 
lekularvolumen die Kurve der gréssermolekularen Verbindung in allen ih- 
ren Teilen flacher, die der kleinermolekularen hingegen steiler ist. In der- 
artigen Fallen wiirde man also das Permeiervermégen des gréssermolekula- 
ren Stoffes auf Grund seines o-Wertes hoher einschatzen als auf Grund der 
Geschwindigkeit der Plasmolyseabnahme. Wahrscheinlich beruht der er- 
wahnte Unterschied in der Form der Plasmolysekurven darauf, dass die 
grossmolekularen Verbindungen langsamer durch die Zellmembranen drin- 
gen als die kleinmolekularen. Aus diesem Grunde ist die Konzentration der 
grossmolekularen Verbindungen an der Aussenflache der Protoplasten an- 
fangs abnorm niedrig, so dass die Plasmolyse zu dieser Zeit zu schwach aus- 
fallt und die anfanglichen a-Werte wie auch der o-Wert verhaltnismassig 
zu klein werden. Auch der Permeationsprozess durch das Plasma wird im 
Falle einer grossmolekularen Verbindung verlangsamt, weil die Protoplasten 
von einer verhaltnismdssig verdiinnten Lésung umgeben sind. Dies wirkt 
wiederum auf die Deplasmolyse verzégernd ein, so dass die letzten 2-Werte 
bei grossmolekularen Stoffen vermutlich zu hoch ausfallen. Alles dies kann 
zu einem gewissen Grade bei der Schatzung des Permeiervermégens auf Grund 
des Gesamtverlaufs der Plasmolysekurve beriicksichtigt werden, wahrend 
man bei Benutzung des o-Wertes allein als Kriterium des Permeiervermégens 
unmédglich zu ebenso gut begriindeten Ergebnissen gelangen kann. Doch 
ist unbedingt zuzugeben, dass die diffusionshemmende Wirkung der Zell- 
membranen unter allen Umstanden die Erlangung von mathematisch ge- 
nauen Zahlenwerten fiir die Protoplasmapermeabilitat auf plasmolytischem 
Wege unmdglich macht. 

Bei den von mir untersuchten Verbindungen lasst sich betreffs der am 
allerlangsamsten permeierenden Stoffe (Nr. 29—39 der Tabelle II) die Rei- 
henfolge der Permeierfahigkeiten vielleicht am schwersten bestimmen. (Vel. 
Tafel VI, S 45.) Es scheint deshalb angebracht, sie hier etwas naher zu 
behandeln. Richten wir dabei unser Hauptaugenmerk auf die 24 St. nach 
Versuchsbeginn beobachteten 2-Werte, so sehen wir unter den betreffen- 
den Verbindungen Erythrit vielleicht ein wenig rascher permeieren als die 
anderen. Dann wiirden Arabinose und Methylglukosid folgen, und nach 


diesen mit besonders geringen Geschwindigkeitsunterschieden Glukose und’ 


Maltose, sowie Malonamid und Arbutin, Am langsamsten permeierend diirf- 
ten wohl Mannit, Salicin, Laktose und Saccharose sein. 


Da jedoch die Plasmolysekurven dieser Verbindungen nur sehr wenig von- 
einander differieren, miissen in diesem Falle folgende Umstiinde, die bei den sonsti- 
gen Versuchen meistens zu vernachlassigen sind, besonders beriicksichtigt werden: 


RE aa ss’ 4 
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1) Die a-Werte sind in den ausgefiihrten Versuchen mit volumnormalen 
Lésungen bestimmt worden, obgleich der osmotische Druck der verschiede- 
nen I6sungen wohl richtiger ihrer Gewichtsnormalitat proportional ist (14; 
57). Deshalb habe ich die o-Werte dieser langsam permeierenden Verbin- 
dungen auf solche, die den gewichtsnormalen Konzentrationen entsprechen, 
umgerechnet (16, S. 580; 14; 57). Ich bezeichne nach dem Beispiel Frv- 
TING’s diese mit dem Index gn, jene mit vn. Der o-Wert von Saccharose 
ist auch hierbei als Einheit 0,,=1 (siehe S. 37) genommen, und als ihre 
plasmolysierende Grenzkonzentration ist 0.200 GM (siehe S. 19) gewahlt worden. 


Ovn Ogn 
DA CCMALOSSM Ee eee len lets CEA Bes 1.000 1.000 
Rat OSCHeATee EP eek a eke SS 0.994 0.990 
Seagal’ "S c.5 6 5. yao’ Smee een eae Pare eg mA 0.994 0.996 
IW ieaiahlt.” “Ug athe Hp eeckote etna Same OS apne ae ae 0.985 1.002 
CSL OSC Mem Oe rece ar on namiainors Sind cos. Se 0.979 0.998 
VII LOSC UME ORT rs een re eee ee tos 0.974 0.969 
PACT DULULEL MMP Peet eee oe, cae D 0.968 0.970 
ESTiyioluicOsicah| f2. 24 wl oa Gt eed wants eas 0.964 0.978 
Maio tia tit Gl Sapa ects sh cusp ope en poheas le 0.951 0.977 
PAW Dd OSC MMP RRs cece Ais, 5505, 3 ee fae eel ew sara 0.914 0.934 
JRE mg Rae ee ae 0.903 0.924 
DTWaniclecd ae wapmeterc ors cs ciccoe Sees: 0.890 0.917 
HELATTIGEOLE Mane Mts the whale the Sone tie ee Be es 0.885 0.914 
Joga teuersta Os pen xen cece Te eeRe eee ce ae ee eee 0.862 0.884 
CMW LID EIT StO hile tome fa ates ont soles, he 0.872 0.899 
Meth ih aria St Oita sac o in aie os onvegeacets «toe cs 0.856 0.882 
Cigncasiiy, Ae eee eee 0.780 0.799 


Wir sehen, dass die angefiihrten Koeffizienten im allgemeinen infolge der 
ausgefiihrten Umrechnung ein wenig vergréssert sind. Dies betrifft beson- 
ders die kleinmolekularen Verbindungen. Diese Umrechnung bewirkt jedoch 
keine wesentlichen Verdnderungen in der angenommenen Reihenfolge der Per- 
meierfahigkeiten. 

2) Selbst wenn man mit der Gewichtsnormalitat der Losungen rechnet, 
gelten bekanntlich VAN’T HOFF’s osmotische Gesetze trotzdem nicht vollkom- 
men genau ftir reale, sondern nur ftir ideale Losungen. So z. B. sind nach 
MOoRSE’s Versuchsergebnissen (39; 14, S. 20-21) die osmotischen Drucke von 
gleich gewichtsnormalen Saccharose- und Glukoselésungen nicht ganz gleich 
gross, sondern in allen untersuchten Konzentrationen (0.1—1.0 GM) sind die 
von Saccharose etwas grésser. Bei 10°C erhalt er z.B. als Drucke von 
0.2-norm. Lésungen: fiir Saccharose 4.89 und fiir Glukose 4.76 Atmospharen. 


‘Berechnet man hieraus den isotonischen Koeffizienten der Glukose (bezogen 


auf Saccharose = 1), so ergibt sich ig,=0.973, wahrend sich der osmotische 
Koeffizient der Glukose aus meinen plasmolytischen Versuchen zu 0g,p=0.998 
berechnet. Der Umstand, dass ich die Glukose eine Spur schwdacher plas- 
molysierend als die Saccharose fand, braucht somit an sich durchaus nicht 
anzudeuten, dass Glukose leichter als Saccharose permeierte. Uberhaupt las- 
sen die méglichen und zum Teil nachgewiesenen Abweichungen von den Ge- 
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setzen VAN’? HoFrF’s es ratlich erscheinen, beim Abschatzen des Permeier- 
vermégens dieser am langsamsten permeierenden Stoffe weniger Gewicht auf 
die absolute Héhe der 2-Werte als auf die Geschwindigkeit von deren zezt- 
lichery Abnahme zu legen. — Ein Umstand, der den Einfluss der erwahnten 
Fehlerquelle auf die Plasmolysekurven auch langsam permeierender Verbin- 
dungen vermindert, ist der, dass gerade diese Verbindungen nur in Kon- 
zentrationen von etwa 0.15—0.20 GM benutzt sind, wadhrend die auffallend- 
sten Abweichungen von VAN’? HoFF’s osmotischen Gesetzen vor allem bei 
sehr konzentrierten Lésungen beobachtet wurden (14). 

3) Mit besonderem Nachdruck ist endlich zu betonen, dass bei den mit 
extrem langsam permeierenden Verbindungen ausgefiihrten plasmolytischen 
Versuchen die ungewéhnliche Lange der Versuchszeit das Stattfinden aller- 
hand schwer kontrollierbarer regulatorischer Prozesse und sonstiger Verande- 
rungen innerhalb der Zellen erméglicht. Z. B. Exosmose- und Katatonose- 
prozesse kénnen gerade bei derartigen Versuchen verhaltnismdssig stérend ein- 
wirken. 


Aus den oben dargelegten und ganz besonders aus den unter 3) genannten 
Griinden betrachte ich die in der Tabelle II unter Nr. 30—39 erwahnten, 
langsam permeierenden Verbindungen als eine gemeinsame, grosse Gruppe, 
der sich das wahrscheinlich etwas rascher permeierende Erythrit nahe 
anschliesst. Es kommt mir zwar wahrscheinlich vor, dass die Reihenfolge 
der Permeierfahigkeiten dieser Verbindungen ungefahr die in der Tabelle II 
angegebene ist; als einigermassen gesichertes Ergebnis méchte ich aber bloss 
die Feststellung betrachten, dass alle diese Verbindungen nur dusserst 
langsam in die untersuchten Zellen permeieren. 

Interessant ist, dass die oben mit allem Vorbehalt aufgestellte Reihen- 
folge der Permeierfahigkeiten der Zuckerarten sehr gut mit den Ergebnissen 
iibereinstimmt, zu denen HOFLER (23) neulich auf Grund seiner plasmomet- 
rischen Messungen an anderen Zellarten gekommen ist. Er findet namlich 
nicht nur, dass die untersuchten Pflanzenzellen (z. B. Epidermiszellen von 
Gentiana und Majanthemum) fiir verschiedene Zuckerarten sichtlich per- 
meabel sind, sondern er gibt ferner an, dass Saccharose langsamer als die 
Monosaccharide (Glukose und Fruktose) in die Zellen permeiert und Maltose 
ebenso rasch oder ein wenig rascher als die Monosaccharide. 

In diesem Zusammenhang sei auch noch auf FLEISCHMANN’s Unter- 
suchungen (18) itber das Kindringen von mehrwertigen Alkoholen und Zucker- 
arten in die Blutkérperchen gewisser Tiere, in Rhoeo-Zellen und in die Kelch- 
blattzellen von Hyazinthen hingewiesen. Wenn es auch FLEISCHMANN we- 
gen der Grobheit seines plasmolytischen Verfahrens nicht gelingt, gerade 
mit Rhoeo-Zellen klare Ergebnisse zu erzielen, so zieht er doch, vor allem 
auf Grund seiner Blutkérperchenversuche, die allgemeine Schlussfolgerung, 
dass die Zuckerarten in alle erwahnten Zellen rascher eindringen als die 
entsprechenden mehrwertigen Alkohole mit gleicher C-Atomzahl. Aus mei- 
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nen eigenen Ergebnissen geht hervor, dass tatsdchlich Mannit ein wenig 
langsamer auch in Rhoco-Zellen einzudringen scheint als Glukose; dies Er- 
gebnis ist demnach geeignet, FLEISCHMANN’s Behauptung auch beziiglich 
der Rhoeo-Zellen zu stiitzen. 


D. Die Permeabilitatstheorien. 
1. Beztehungen zwischen Permeiervermégen und chemischer Konstitution. 


Zunachst sei hier betont, dass zwischen der chemischen Konstitution 
der untersuchten Verbindungen und deren Permeiervermégen ganz regel- 
massige Beziehungen vorhanden sind, auf die schon OvERTON (47—48; 53) 
aufmerksam gemacht hat. Die wichtigsten dieser Beziehungen sind: 

1) Alkoholische Hydroxylgruppen verkleinern das Permeiervermégen 
der Verbindungen. Beispiele: Athylenglykol < <4) Athylalkohol; Lakta- 
mid < < Propionamid; Glycerin < < Monochlorhydrin. 

2) Die den Saéureamiden eigene Atomgruppierung verlangsamt das Per- 
meieren noch mehr als die alkoholische Hydroxylgruppe. Beispiele: Acet- 
amid < Athylenglykol; Malonamid <Laktamid < Glycerin. 

3) Der Ersatz der H-Atome der Hydroxyle durch Alkyle oder Sdure- 
radikale vergréssert die Permeiergeschwindigkeit. Beispiele: Glycerin < Mon- 
acetin< Diacetin; Glycerin< <Glycerinmonoathylather. 

4) Der Ersatz der H-Atome der Amidogruppe durch Alkyle vergrés- 
sert die Permeiergeschwindigkeit. Beispiel: Harnstoff < Methylharnstoff < Di- 
methylharnstoff. 

5) Uberhaupt eine Verlangerung der Kohlenstoffkette vergréssert die 
Permeiergeschwindigkeit. Beispiele: Dimethylharnstoff< Diadthylharnstoff; 
Acetamid < Propionamid< Butyramid < Valeramid; Methylurethan< Athyl- 
urethan; Trimethylcitrat < Triathylcitrat. — Ausnahmen: Acetamid< Forma- 
mid; Athylalkohol<Methylalkohol. (Auf diese Ausnahmen komme ich noch 
ausfiihrlich zuriick.) | 

6) Der Ersatz eines O-Atoms durch ein S-Atom vergréssert die Per- 
meiergeschwindigkeit. Beispiel: Harnstoff<Schwefelharnstoff. 

Die ermittelten gesetzmassigen Beziehungen zwischen der chemischen 
Konstitution der untersuchten Verbindungen und ihrem Permeiervermdgen 
weisen darauf hin, dass die Permeierfahigkeit von gewissen physikalisch- 
chemischen Eigenschaften der permeierenden Verbindungen abhangt. Es 
kommen dabei vor allem Molekularvolumen, Oberflachenaktivitat und Lés- 
lichkeit der-Verbindungen in Betracht. Diesen Eigenschaften und ihren 
Beziehungen zum Permeiervermégen wollen wit uns jetzt zuwenden. 


1) < bedeutet: permeiert langsamer als; < < bedeutet: permeiert viel lang- 
samer als. 
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2. Erfolgt das Permeieren der untersuchten Verbindungen im die Zellen von 
Rhoeo geméiss der reinen Ultrafiltertheorte? 


Namentlich vom Standpunkt der Ultrafiltertheorie aus ist es wichtig, 
die Teilchengrésse der plasmolytisch untersuchten Verbindungen in ihren 
wasserigen Lésungen zu kennen. Zum Vergleich der Molekularvolumgréssen 
verschiedener Verbindungen habe ich ihre Molrefraktionen, bezogen aut 
die FRAUNHOFER’sche D-Linie, berechnet (42, S. 358—366; 7, S. 25—27). 
Diese MR,-Werte sind in Spalte 3 der Tabelle II, S. 87, angefiihrt. 


Da nur fiir sehr wenige der von mir angewandten Verbindungen die Mol- 
refraktion experimentell bestimmt worden ist (solche sind Methylalkohol, 
Athylalkohol, Formamid, Athylenglykol und Triathylcitrat; 31, S. 973—982), 
habe ich die Molrefraktionen aller anderen auf Grund der entsprechenden 
Atomrefraktionen (42, S. 361) unter Beriicksichtigung eventueller Doppel- 
bindungen berechnet (12; 13; 31, S. 985—986). In den untersuchten kristall- 
wasserhaltigen Verbindungen ist die Refraktion der Kristallwassermolekiile der 
eigentlichen Molrefraktion der betreffenden Verbindung hinzugefiigt worden. 

Wenn die gesuchte Atomrefraktion in den angewandten Tabellen nicht 
angefiihrt war, musste eine méglichst gleichartige Atomrefraktion benutzt 
werden. Diese Falle sind: 1. Als Wert der Stickstoffatomrefraktion der pri- 
mdren Amide wurde der entsprechende Stickstoffwert der primaren Amine 
genonimen (7, S. 27). 2. Als Werte der Stickstoffatome des Pyrazolonringes 
von Antipyrin wurden 2.840 und 4.363 gewahlt (31, S. 986). 3. Als Wert der 
Schwefelatomrefraktion von Schwefelharnstoff wurde 9.400 genommen (56). 
Die kleinen Ungenauigkeiten, die aus diesen Umstanden in der Grdésse der 
Verhaltniszahlen der Molekularvolumina der entsprechenden Verbindungen 
entstehen, sind bedeutungslos. 


Da die Molekiile in wasserigen Lésungen hydratisiert und assoziiert auf- 
treten kénnen, und da diese Erscheinungen besonders betreffs organischer 
Verbindungen nicht geniigend bekannt sind, darf man nicht vergessen, dass 
die auf obige Weise aus der Molrefraktion berechneten Gréssenverhaltnisse 
der Molekiile der untersuchten Verbindungen wohl nicht in jedem Fall hin- 
sichtlich der in den wasserigen Liésungen dieser Verbindungen vorkommen- 
den Molekiile und Molekiilkomplexe stimmen. Bei plasmolytischen Unter- 
suchungen kommen indessen gerade die wasserigen Léstngen in Frage. 

Kin Blick auf Tabelle II zeigt sofort, dass irgendwelche durchgehende 
Beziehungen zwischen Permeiervermégen und Molrefraktion sicher nicht 
bestehen. Dass die reine Ultrafiltertheorie auch nicht entfernt die beobachte- 
ten Permeationserscheinungen erklaren kann, geht z. B. aus folgenden Bei- 
spielen hervor: 

1) Rasch permeieren die grossmolekularen Verbindungen: Triadthylcitrat, 
Antipyrin, Trimethylcitrat und Pinakonhydrat. 


—— a a 
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2) Trotz seines relativ kleinen Molekularvolumens permeiert Malona- 
mid ausserst langsam. 

3) Die untersuchten, derselben homologen Reihe angehérenden Amide: 
Acetamid, Propionamid, Butyramid und Valeramid permeieren desto rascher, 
je grésser ihr Molekularvolumen ist. Nur Formamid bildet eine Ausnahme 
hiervon, indem es rascher als Acetamid permeiert. 

4) Harnstoff und seine Derivate: Methylharnstoff, Dimethylharnstoff 
und Diathylharnstoff permeieren desto rascher, je grésser ihr Molekular- 
volumen ist. 

5) Glycerin und seine Acetylderivate: Monacetin und Diacetin permeie- 
ren ebenfalls in einer der Ultrafiltertheorie véllig entgegengesetzten Ge- 
schwindigkeitsreihenfolge. Auch Glycerinmonoathylaither permeiert bedeu- 
tend rascher als Glycerin. 

Diese Reihe von Beweisen gegen die Ultrafiltertheorie kénnte noch be- 
trachtlich fortgesetzt werden. Die angefiihrten Beispiele mogen aber ge- 
niigen. Auf Grund meiner Ergebnisse ist es ganz ausgeschlossen, das Permete- 
ren der untersuchten Verbindungen in die Rhoeo-Zellen nach der reinen Ultra- 
filtertheorte zu erkldven. Damit fallt wohl auch der bereits auf Grund alter, 
bekannter Tatsachen als ziemlich aussichtslos zu bezeichnende Versuch 
von RUHLAND und HorrMann (70), die Ultrafiltertheorie als allgemeine Grund- 
lage der Erklarung der Protoplasmapermeabilitaét aufzustellen. Falls die 
Resultate von RUHLAND’s und HOFFMANN’s Untersuchungen mit Beggiatoa- 
Zellen richtig sind, reprasentieren die Beggzatoa- und Rhoeo-Protoplasten hin- 
sichtlich der Permeabilitat sehr stark voneinander abweichende Typen. 

In einem spateren Abschnitt wird gezeigt werden, dass immerhin auch 
die Protoplasten von Rhoeo in ganz bestimmten Fallen eine Ultrafilter- 
wirkung gegeniiber permeierenden Stoffen entfalten. 


3. Das Verhiltnis der Oberflachenaktivitat der untersuchten Verbindungen 
zu threm Permerervermogen. 


Um die Behauptung J. TRAvuBE’s und anderer iiber die Abhangigkeit 
des Permeiervermégens von der Oberflachenaktivitat nachzupriifen, habe 
ich die Oberflachenspannung wasseriger Lésungen der von mir untersuch- 
ten Verbindungen gegen Luft bestimmt. Die folgende Tabelle III gibt die 
Resultate dieser Versuche wieder. 


Die Bestimmungen fiihrte ich auf die iibliche Weise mit TRAUBE’s Stalag- 
mometer aus (z. B. 80 u. 24, S. 105). Die Konzentration der Losung war 
entweder 0.1 oder 0.5 GM pro Liter Lésung. Manchmal wurden auch beide 
Konzentrationen untersucht. Als Idésungsmittel benutzte ich destilliertes Was- 
ser. Das spezifische Gewicht der untersuchten Losung bestimmte ich mit 
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Tabelle III. 


bes B sve valle eee oe 
7, Name der Verbindung| 2 2 y \N ame der Verbindung| z z 
| Sui are 3s 
| Acco. 
| | 
| 4| Triathylcitrat ...... | 0.6501 | — | 21! Laktamid weeeel —= | 0.9709 
| 2| Dimethylharnstoff ..| 0.8306 | — |/22} Acetamid ..........) 0.9941 | 0.9734 
3| Diacetin .........,..] 0,805 | — 1/28 Athylenglykol ......) — | 0.9779 
| 4|i-Valeramid ......../ 0.8605 | 0.6641 || 24 | Methylglukosid  . .. .| 0.9966 | 0.9803 
_ 5| Pinakonhydrat ..... 7 0.8642 | — |/25| Methylharnstoff ....) — / ().9826 
| 6| Trimethylcitrat......| 0.8710 | — |/26| Glycerin ............} 0.9981 | 0.9935 
| 7| a-Glycerinathylather . 0.9031 | 0.7648 ||27 | Formamid ..........| —_ | 0.9938 
| 8| Diathylharnstoff ..... — | 0.7689 || 28} Dicyandiamid ......| 0.9088 | — 
| 9| Athylurethan ...... — | 0.s06o ||29| Wasser..........-.+-} 1.0000 | 4.0000 
|410| n-Butyramid ........) — | 0.8197 |/30/ Malonamid..........| .— | 1.0005 
}41| Antipyrin .........., — | 0.8342 || 34] Schwefelharnstoff ..| — | 1.0007 
12| Monacetin ..........| — | 0.8382 |32} Harnstoff ..........) —— | 1.0008 
13| Athylalkohol........| 0.9687 | 0.se4s | 33 | Erythrit ............| — | 1.0028 
14 | Salicin ..............| 0.970 | — |/34| Arabinose ....5....) —=""] a 00a5 
| 15 | a-Monochlorhydrin . .| 0.9804 | 0.9140 | 35| Glukose ............) — | 4.0050 
'16| Propionamid ........ =») 0.9215. 136.) Mannit....<..:e sete. ; 1.0005 / 1.0056 
'17| Methylurethan ..... .| 0.9827 | 0.9296 | 37 | Maltose ............) 1.0007 | 
'18| Methylalkohol ......| 0.9863 | 0.9436 || 38 | Saccharose ..........) 1.0009) — | 
149] Arbutin ............] 0.901 | — [139] Laktose Mien — | 
(20| Succinimid........../ 0.9930 | 0.9681 


dem Pyknometer unmittelbar nach den stalagmometrischen Messungen. Alle 
diese Versuche machte ich mit frisch zubereiteten Lésungen, deren Tem- 
peratur wahrend der Versuche modglichst genau auf 20°C gehalten wurde. 

In der Tabelle sind die relativen Oberflachenspannungen der Lésungen 
angegeben, bezogen auf die Oberflachenspannung des destillierten Wassers 
gegen Luft als Einheit. Die relative Oberflachenspannung, x, der untersuchten 


s-Z 
Losung erhalt man aus der Formel: ator in welcher s das spezifische 


' Gewicht der Lésung, Z, die Tropfenzahl des destillierten Wassers und Z die 
Tropfenzahl der untersuchten Lésung ist (24, S. 105). 

Unter den von mir untersuchten Verbindungen sind mehrere, deren be- 
treffende Werte bereits TRAUBE (21, S. 118; 81 u. 82) und Somocyr (72) ver- 
éffentlicht haben. Die Ubereinstimmung mit diesen friitheren Werte ist be- 
friedigend, besonders wenn man in Betracht zieht, dass dieselben gréssten- 
teils bei 15° C bestimmt sind. 


Vergleicht man das aus Tabelle II, S. 87, ersichtliche Permeiervermégen 
der untersuchten Verbindungen mit ihrer Oberflachenaktivitat, so lasst 
sich im grossen und ganzen ein deutlicher Parallelismus zwischen diesen 
Kigenschaften beobachten. Dieser ist indessen nicht ausnahmslos. So se- 
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hen wir, dass z. B. Wasser, Formamid, Athylenglykol, Methylurethan, Athyl- 
alkohol und Athylurethan im Vergleich mit den anderen Verbindungen un- 
verhaltnismassig rasch permeieren. Zu langsam wiederum im Verhaltnis 
zu ihrer Oberflachenaktivitét permeieren namentlich Dimethylharnstoff 
und Salicin, sowie auch z. B. Diacetin, Monacetin, Diathylharnstoff, Gly- 
cerinmonoathylather und Arbutin. In der Tat war ja von vornherein auch 
vom Standpunkt der Adsorptionstheorie der Protoplasmapermeabilitat kein 
ausnahmsloser Parallelismus zwischen dem Permeiervermégen der verschie- 
denen Verbindungen und ihrer Oberflachenaktivitat gegen Luft zu erwar- 
ten. Denn, wenn auch eine bestimmte Verbindung die Oberflachenspan- 
nung des Wassers gegen Luft herabsetzt, kénnen wir doch durchaus nicht 
sicher wissen, ob — und inwieweit — dieselbe Verbindung die Oberflachen- 
spannung des Wassers gegen die Bestandteile der Plasmahaut vermindert. 

Immerhin steht auf Grund meiner Versuche fest, dass, wie bereits ge- 
sagt, ein zwar nicht ausnahmsloser, aber doch unverkennbarer Parallelismus 
zwischen der Oberflachenaktivitat der untersuchten Verbindungen und ihrem 
Permeiervermégen vorhanden ist. Es fragt sich nun, welche Schliisse aus 
dieser Tatsache zu ziehen sind. Bedeutet dieser Parallelismus, dass das Per- 
meieren der betreffenden Verbindungen von Oberflachenkraften geregelt ist? 

Hierzu ist erstens zu bemerken, dass ein derartiger Schluss jedenfalls 
nicht ohne nahere Begriindung zulassig ist, da, wie im folgenden Kapitel 
gezeigt werden wird, ein noch ausgepragterer Parallelismus zwischen dem 
Permeiervermégen und der relativen Atherléslichkeit besteht. 

Sodann ist hervorzuheben, dass die bisher naher untersuchten kiinst- 
lichen, lipoidfreien, beschrankt durchlassigen Membranen (Kupferferrocya- 
nid-, Kollodium- und Gelatinemembranen) oberflachenaktive Verbindun- 
gen jedenfalls nicht viel leichter als oberflacheninaktive Stoffe durch- 
lassen. Die gréssere Permeabilitat fiir oberflachenaktive Stoffe ist somit 
sicher keine allgemeine Eigenschaft kolloidaler Membranen (8). Dass die 
oberflachenaktiven und zugleich lipoidléslichen Verbindungen gerade den 
lebenden Protoplasten gegeniiber eine so ausgepragte Sonderstellung ein- 
nehmen, muss also wohl von der speziellen chemischen Zusammensetzung 
der osmotisch massgebenden Protoplasmaschichten bedingt sein. Mit anderen 
Worten: die mit kiinstlichen Membranen erzielten Ergebnisse deuten in- 
direkt darauf hin, dass die Permeabilitatseigenschaften der Protoplasten auf 
ihren Lipoidgehalt zuriickzufiihren sind. Wenn dem aber so ist, dann ist es 
nicht leicht zu entscheiden, inwieweit die Permeation von Oberflachen- 
kraften und inwieweit sie von Lésungserscheinungen beherrscht wird. 

Wenn man versucht, sich die Permeation als durch Oberflachenkrafte 
geregelt vorzustellen, kann man dabei in erster Linie entweder die Erschei- 
nungen der positiven oder die der negativen Adsorption beriicksichtigen. 
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Fassen wir zunachst die positive Adsorption ins Auge, so kénnte man 
sich vielleicht denken, wie es wohl TRAUBE getan hat, dass Verbindungen, 
die an der Grenzflache zwischen Protoplast und Aussenlésung positiv ad- 
sorbiert, also angereichert werden, eben infolge ihrer hierdurch bewirkten 
grésseren Konzentration »eine gréssere Chance» hatten, ins Zellinnere vorzu- 
dringen. Hat man dabei aber nicht iiberseben, dass fiir die Diffusion ins 
Zellinnere nicht die Grésse der totalen Stoffkonzentration an der Plasma- 
haut massgebend ist, sondern wahrscheinlich allein die Konzentration des 
freien, von Adsorptionskraften unbeeinflussten Anteils? Dieser Anteil aber 
wird durch die positive Adsorption eher verkleinert als vergréssert. Ich 
komme somit zu dem Schluss, dass die positive Adsorption die auswahlende 
Durchlissigkeit der Protoplasten gar nicht erkldren kann. 

Nun liegt ja iibrigens das Ratselhafte der Protoplasmapermeabilitat 
nicht sowohl darin, dass die oberflachenaktiven, lipoidléslichen Verbin- 
dungen leicht permeieren, als vielmehr darin, dass oberflacheninaktive, lipoid- 
unlésliche Stoffe — auch solche von recht kleinem Molekularvolumen — 
merkwiirdig langsam oder fast gar nicht permeieren. Diese Impermeabilitat 
des Plasmas fiir viele Stoffe kann man auf negative Adsorption zuriickfiihren 
wollen, indem man an die von PFEFFER (54), NATHANSOHN (40 u. 41) und 
TINKER (78 u. 79) entwickelten Vorstellungen ankniipft. 

TINKER skizziert die kleinsten Teile einer semipermeablen Membran als 
Partikelchen (Micelle), zwischen denen, je nach ihrer Grésse, enge, mit Was- 
ser gefiillte Kapillarkanale bleiben. Dieses Wasser ist dicht an den Mem- 
branteilchen reines Adsorptionswasser; falls der Porendurchmesser eine 
bestimmte Minimalgrenze iiberschreitet, ist es an den Mittelteilen der Ka- 
pillarkanale, ausserhalb der Adsorptionssphare der Partikelchen, seiner 
Beschaffenheit nach wiederum Intermizellarwasser. — Wendet man diese 
Hypothesen auf das Protoplasma an und setzt voraus, dass die in Wasser 
geléste Verbindung hinreichend stark negativ von den Plasmahautteilchen 
adsorbiert wird, dann kann ihr Permeieren durch das Plasma nur durch 
die mit Intermizellarwasser gefiillten Kapillarkanale erfolgen. Dabei ist 


natiirlich die Grésse des Molekularvolumens der permeierenden Verbindung 


letzten Endes bestimmend fiir den Durchtritt durch die Plasmahaut; die 
Theorie von dem der negativen Adsorption gemassen Permeieren vereinigt 
sich mit der Ultrafiltertheorie (19, S. 1027). 

Bei naherer Betrachtung dieser Frage stésst man jedoch auf Tatsachen, 
die es schwer machen, die oben angedeutete Erklarung TINKER’s auf die 
Protoplasmapermeabilitat von Rhoeo anzuwenden. Das ungewdhnlich ra- 
sche Permeieren z. B, der Triathylcitratmolekiile durch die Plasmahaut von 
Rhoeo wird uns nach dieser Theorie nur dann verstandlich, wenn wir uns die 
zwischen den Plasmateilchen befindlichen Kandle so geraumig denken, dass 
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diese verhaltnismassig grossen Molekiile (MR,—64.7, Molekulargewicht = 
276.2) im Wasser gelést, leicht durch die Plasmahaut gelangen kénnen. Noch 
eindringlicher zeigt uns dies die von PoryArvi (55) ermittelte Tatsache, dass 
sogar die Riesenmolekiile des Cevadins (MR,=mindestens 147.8, Mole- 
kulargewicht 591) mit grosser Geschwindigkeit in die Rhoeo-Zellen eindrin- 
gen. Das viel langsamere Permeieren der bedeutend kleineren Molekiile 
z. B. des Methyl- und Dimethylharnstoffs oder des Laktamids durch sol- 
che breite Kanale kann man im Rahmen der in Rede stehenden Theorie 
bloss auf die Weise begreifen, dass wiederum die mit Intermizellarwasser 
angefillten Mittelteile der Kanale verhaltnismassig eng sind, und dass die 
erwahnten Molekiilarten von den Plasmateilen auffallend kraftig negativ 
adsorbiert werden. Fiir die letzterwahnte Annahme diirfte aber bis jetzt 
jede experimentelle Begriindung oder auch nur jeder Wahrscheinlichkeits- 
beweis fehlen, denn die genannten Verbindungen werden alle in bezug auf 
die Grenzflache Wasser/Luft deutlich positiv adsorbiert. 

Somit scheint es mir schwer, die auswahlende Durchlassigkeit der Rhoco- 
Protoplasten allein auf die negative Adsorption zuriickzufiihren, obwoh! 
natiirlich andererseits zuzugeben ist, dass unsere bisherigen Kenntnisse der 
Adsorption iiberhaupt und der negativen Adsorption insbesondere so liicken- 
haft sind, dass eine sichere Entscheidung dieser Frage vorlaufig nicht méglich 


ist. 


4. Das Verhialitms des Permetervermégens der wntersuchten Verbindung zu 
ihrer relativen Atherléslichkeit. 


Vom Standpunkt der bekannten OvERTON’schen Lipoidtheorie aus ware 
es wichtig, die relative Lipoidléslichkeit der plasmolytisch untersuchten Ver- 
bindungen zu kennen. Wegen der Unbestimmtheit des Lipoidbegriffs ist 
jedoch eine exakte Nachpriifung der OvERTON’schen Theorie. schwierig, vor 
allem, da man nicht weiss, inwieweit die verschiedenen Lipoide beziiglich ihrer 
Lésungseigenschaften miteinander iibereinstimmen. Um wenigstens einen 
gewissen Begriff von der relativen Lipoidldslichkeit der von mir plasmoly- 
tisch untersuchten Verbindungen zu bekommen, habe ich ihre Verteilungs- 
koeffizienten zwischen (mit Wasser gesattigtem) Ather und (mit Ather ge- 
sattigtem) destilliertem Wasser bestimmt. Ather wurde hauptsachlich des- 
halb als nichtwdsserige Phase gewahlt, weil hierdurch die Ausfiihrung der 
Analysen verhaltnism4ssig leicht wird. Auch OVERTON (z. B. 50) hat ja oft 
gerade die Atherldslichkeit als bequemes Mass fiir die Lipoidléslichkeit be- 
nutzt. Spateren Untersuchungen muss es vorbehalten bleiben, die Beziehun- 
gen zwischen der Atherléslichkeit und der Léslichkeit in den vorlaufig noch 
unbekannten Plasmalipoiden im einzelnen zu ermitteln. 


J 
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Beim Bestimmen der Verteilungskoeffizienten habe ich die beiden Phasen 
sicherheitshalber 10 Minuten gleichmassig ununterbrochen in einem Scheidetrich- 
ter geschiittelt, obgleich das Gleichgewicht — wie besondere Vorversuche zeigten 
—— meist schon bedeutend friiher erreicht wird. Die Bestimmungen fihrte ich 
bei ungefahr 20—24° C aus. Die Konzentrationen in der Wasserphase waren 
meist ungefahr dieselben, die auch fiir plasmolytische Versuche in Frage kamen, 
also im allgemeinen zwischen 0.1 und 1.0 GM pro Liter. Bei sehr wenig atherlés- 
lichen Verbindungen musste jedoch die Konzentration der Wasserphase grosser 
(1—5 GM) gewahlt werden. Manchmal habe ich auch dieselbe Verbindung in 
verschiedenen Konzentrationen untersucht. Innerhalb der benutzten Konzen- 
trationsgrenzen schwankten dabei die Verteilungskoeffizienten recht wenig. 

Zur Vermeidung von Irrtiimern habe ich die besprochenen Atherléslich- 
keitsbestimmungen immer als Doppelanalysen ausgefiihrt; die meisten kontrol- 
lierte ich auch mehrmals. — Um volle Klarheit dariiber zu erlangen, inwie- 
weit die obenerwahnten Konzentrationsschwankungen auf meine Bestimmun- 
gen eingewirkt haben, und um zugleich auch eine geniigende Genauigkeit der 
betreffenden Analysen zu erreichen, habe ich, nach Veréffentlichung meiner 
hauptsdchlichen Ergebnisse (9), fiir vierzehn der von mir untersuchten Ver- 
bindungen von neuem die Verteilungskoeffizienten bestimmt. Diese Kontroll- 
versuche habe ich mit solchen Konzentrationen der betreffenden Verbindun- 
gen ausgefiihrt, die meistens von den zum erstenmal angewandten etwas 
abwichen, im allgemeinen aber ziemlich ebenso gross wie die fiir die Plas- 
molyseversuche benutzten waren. Beim Ausfiihren meiner Kontrollversuche 
war die Temperatur durchgehends 22—24°C; als ich die eigentlichen, ur- 
spriinglichen Bestimmungen machte, war sie hingegen 20—22°C. Nach HERZ 
(20, S. 8—4) beeinflusst dieser Umstand die Ergebnisse in keiner Weise. — 
Wie die urspriinglichen Bestimmungen, so habe ich auch die Kontrollanalysen 
als Doppelanalysen gemacht. 

Nach dem Schiitteln habe ich, zwecks Bestimmung des Verteilungskoeffi- 
zienten, unter Anwendung der Analysenmethoden 1) und 2) die Atherphase 
analysiert, im Fall 3) die Wasserphase. Diese Analysenverfahren sind folgende: 

1) Bei nichtflichtigen Verbindungen habe ich einfach denTrockenriickstand 
eines bestimmten Volumens der Atherphase gewogen. 

2) Bei in der Warme leichter fliichtigen Verbindungen (z. B. den Uretha- 
nen) habe ich den Ather aus einem bestimmten Volumen der Atherphase mittels 
eines durch die Fliissigkeit geleiteten Luftstroms vollstandig entfernt. Statt den 
Riickstand hiernach zu wagen, bestimmte ich seine Menge durch Titration mit 
K,Cr,0,-+H,SO, (43 u. 77). Vorher hatte ich durch einen Vorversuch unter 
Anwendung einer bekannten Gewichtsmenge der zu untersuchenden Verbindung 
festgestellt, dass sich diese hierbei nicht durch Verfliichtigung verringert. 

3) Die Verteilungskoeffizienten der am leichtesten verdunstenden von mir 
untersuchten Verbindungen, Methyl- und Athylalkohol, habe ich auf die u. a. 
von MORGAN und BENSON (38) angewandte Weise bestimmt. Nachdem der 
in der Wasserphase geléste Ather mit Petroleumither entfernt war, 
wandte ich jedoch statt der quantitativen Alkoholdestillation und der Be- 
stimmung des spezifischen Gewichts das Analysieren des Alkohols mittels — 
K,Cr,0, und H,SO, an. — Erwiahnt sei noch, dass MORGAN und BENSON bei 
ihren Versuchen als mittleren Verteilungskoeffizienten von Athylalkohol bei 
25°C 1.639 erhielten; mein entsprechendes Ergebnis ist bei 20°C 1.86. 
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Tabelle IV (Forts.) 
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» » 20 » » » 0.0029 
» (RO. Sen? Fa 2a a0 oot oy » 0.0029 
» 7 » » » » » | 0.0031 | 0.0029 
22| Acetamid = A eee Oh 22 te 2 Gola O 50 | 0.0026 
» » » » » » 0.0024 0.0025 
23) Laktamid 26. 7. 26.) 22 | 4.0} 10] 50] 0.0017 
» saison Sheth = aoe » » » » 0.0018 | 0.0018 
2464) Fotmamid ssp. stu sous 28. 7. 26. 21 | 5.0 | 10 | 50) 0.0015 
» » » » » » 0.0013 
» » » » » » 0.0016 
» » » » » » | 0.0013 | O.oo14 | 
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Tabelle IV (Forts.) 
Se ee ee Ee ch ene a a 


4 HQ g ) eee) as) | 
a) O/H 4 3 we or 
es : S (“Sls aiog) 8 = 
7, Veéerbindung Datum | 89/8 |. 8 2 in ON 
he NS Bi CuRl eens Boo $e 
a) Vi Pare! Oo Ss & 
| = = << S vy, 
a 
29 | Methylharnstoff ........../42. 7. 26.) 22 | 4.0 | 10 | 100] 0.0013 
» iS i Aone » aha) » » » 0.0010 
» Dee a sors » fee 5.0 » 50 0.0011 
» ole ot ae » > » » » 0.0012 | 
» eee LOEB are A Nis Deal 40 » | 100 0.0012 
» pete wSlatans » » » » » 0.0013} 0.0012 
eee Os COLIN ear ete oo. 2ceshe 2 cans seclll Fes Sox 2Oshw 24~ | 4.0 10 | 100 0.0010 
» Sick Bots a eNom Oe » » » » » 0.0013 
». Sa aeeiam te aubevolaty ove wats » » 5.0 » 50 0.0011 
» SE Sy ee te » » » » |» 0.0011] 0.0011) 
BPR A LDU (one. wetter see “42.0 8. 26.) 20. 1.0.5 5 | 100} 0.0007 | 
» A Boho. Gyan nc oth CE » » » » » 0.0005} 0.0006. 
WeOnmiariStOLen in iaicceenis ace ai Os 2. Loup 20-150. 40 50 0.0004 
| » dicts RECS The RRC CRESS » » » » » ().0005 | 
» 3 OYA Sts RS BRS LL Coe AU remit os oe A 07 22 » » | 100 0.0005 
» Sn ce Sheer eraie + » » » » » 0.0004} 0.0005 
Oe Vialonaxmih jc cee esr [27 eu 264 22.) 10>) £0) 400.) . “0.0004 
» en ee OL soe ae » » » » » 0.0002} 0.0003 
30| Methylglukosid............/41. 8. 26.) 24 | 1.0 5 | 100 (0.0002 
» aco Gores » » » » » 0.0003; 0.0003 
SOC Cimento a eee 1. Oe 2Oss 24 Os.) 5 | 400 (0.0002 
» Cod Soe RROD » » » » » 0.0002! 0.0002 
32 AE Heyatlbtdle te ee avy stthy iene se ORS) 26a) 242.0 5 | 100 |< 0.0001 | 
» ee enteaitee te Ante a » » » » » » |< 0.0001 
SoH A OITOSEi ee anced te ceksens| Os O20) 24 192.0 5 | 100 |< 0.0001 
» EE rns e cr: » » » » » » |<0.0001 
SAG UKOSE eee e tee aes cass LO. 8s 263) 24> 1 2.0 5 | 100 |< 0.0001 
» once ethes An Ree » » » » » » |< 0.0001 
SR MOVLATILE MeN ee ner es Salat teicis aot Se) DOA 24 W020 5 | 100 |< 0.0001 
» RMSE chet vial ts: lerarrans: aroma. lone sote » » » » » » < 0.0003 | 
SO ViaAltOSe™ Wee vase waa «a oma ce sie, 8. 26.1) 24 i 4.0 5 | 100 |< 0.0001 
» Sat as 7 ita atone ‘aie » » » » 1 » » |<0.0001 
87| Saccharose..............-./14. 8. 26.| 20 | 1.0 5 | 100 !< 0.0001 
» ON ay EN Pe » » » » » » |<0.0001 
sey LAKLOSe | (66a ose oe 2 ee gen 1598.9 262) 20-1" 0.5 5 | 100 |< 0.0001 
» Ste EO RE OP Ene » » » » » » |< 0.0001 


Obige Tabelle enthalt ein vollstandiges Verzeichnis meiner Atherléslich- 
keitsbestimmungen. Darin sind die Konzentrationen in GM pro Liter und 
die Volumina in ccm angegeben. 
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Beim Vergleich der relativen Atherlislichkeit der untersuchten Verbindungen 
mit deren Permeiervermégen (Tabelle II, S. 87) erkennt man zwischen diesen 
Eigenschajten einen deutlichen, obwohl nicht ausnahmslosen Parailelismus. 
So z. B. lassen sich alle auf S. 92—93 genannten, mit der reinen Ultrafilter- 
theorie in Widerspruch stehenden Versuchsergebnisse auf diesen Parallelis- 
mus zuriickfiihren. So entspricht dem Ausserst raschen Permeieren von 
‘Tridthylcitrat in die Zellen von Rhoeo seine im Vergleich zu den anderen un- 
tersuchten Verbindungen ungewohnlich grosse, relative Atherléslichkeit, 
und das ausserordentlich langsame Permeieren von Malonamid wiederum 
ist ganz der sehr geringen Atherléslichkeit dieser Verbindung gemass. Fer- 
ner steigt die relative Atherléslichkeit der Amide der einbasischen Fettsauren 
im grossen und ganzen mit der Permeiergeschwindigkeit. Auch die Per- 
meierfahigkeit der Harnstoff- und Glycerinderivate weist einen deutlichen 
Parallelismus mit deren relativer Atherléslichkeit auf. 

Eine nahere Priifung zeigt jedoch sehr bald, dass Verbindungen, deren Mo- 
lekularvolumen extrem klein ist, verhdltnismdssig rascher permeieren, als threr 
velativen Atherléslichkeit (oder Oberjlachenaktivitat) nach zu erwarten ware. 
Beispiele hierfiir sind namentlich Wasser, Methylalkohol, Athylenglykol , Form- 
anid, Acetamid und Harnstofj. Untersuchen wir in dieser Beziehung das 
Verhalten eben dieser sechs Verbindungen zu den anderen. — Zunachst 
permeiert Wasser dusserst rasch, wahrscheinlich rascher als alle untersuchten 
Verbindungen in die Rhoeo-Zellen trotz seiner wohl zweifellos sehr geringen 
Atherléslichkeit. — Methylalkohol (MR,=8.2) permeiert ein wenig rascher 
als das nachstfolgende Glied derselben homologen Reihe, der Athylalkohol, 
trotzdem dieser deutlich Atherléslicher und oberflachenaktiver ist. — Athy- 


lenglykol (MR,=14.4) permeiert annahernd ebenso schnell wie das bedeu-. 


tend atherléslichere und oberflachenaktivere Pinakonhydrat. — Formamid 
(MR,=10.6) permeiert beinahe ebenso rasch wie die viel atherléslicheren 
und oberflachenaktiveren Verbindungen Diacetin und Monochlorhydrin und 
rascher als Glycerinmonoathylather und Acetamid, von denen die zuletzt- 
genannte Verbindung ja zu derselben homologen Reihe wie Formamid ge- 
hort. — Acetamid (MR,,=14.9) permeiert ebenso schnell wie das oberflachen- 
aktivere und bedeutend atherléslichere Succinimid und schneller als z. B. 
Monacetin, Dimethyl- und Diathylharnstoff, obgleich auch alle diese ather- 
léslicher und oberflachenaktiver sind. — Harnstoff (MR,=13.7) schliess- 
lich permeiert ein wenig schneller als das lipoidléslichere Dicyandiamid. 
Demnach scheint also auch die Grésse des Molekularvolumens immerhin eine 
gewisse Bedeutung fiir das Permeiervermégen der verschiedenen Verbindungen 
zu haben. 

Der Parallelismus zwischen Permeiervermégen und Atherléslichkeit lasst 
sich vielleicht am besten mit demjenigen zwischen dem Permeiervermégen 


a 
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und der Oberflachenaktivitat vergleichen, wenn man die untersuchten Ver- 
bindungen nach der Grésse ihres Molekularvolumens in mehrere Gruppen 
ordnet, wie dies in Tabelle V geschehen ist. Hier ist in der mit P bezeichneten 
Spalte die laufende Nummer jeder Verbindung angegeben, die ihrem Per- 
meiervermdgen, verglichen mit demjenigen der anderen Verbindungen der- 
selben Gruppe, entspricht. Spalte L, enthalt die der relativen Atherléslich- 
keit und Spalte O die der Oberflachenaktivitat jeder Verbindung entspre- 
chende laufende Nummer in bezug auf die anderen Verbindungen dersel- 
ben Gruppe. Beim Betrachten der verschiedenen Verbindungen dieser ‘Ta- 
belle erhalt man einen recht guten Begriff davon, dass die Beziehungen zwi- 
schen Permeiervermégen und relativer Atherléslichkeit in der Tat noch regel- 
massiger als diejenigen zwischen Permeiervermégen und Oberflachenaktivitat 
sind. 


Tabelle V. 

Gruppe I (MRp < 12) Peo Ree EEN 
pMethylalkohol .......... |} 11 1] 411| Schwefelharnstoff ...... 140 | 9 |43 
Prealamid  .........%.. WEA ae RAG ce 44 14 | 9 
Die yancdiamiGerech. « en-her- 2 LO ets 

Gruppe II (MRp=12—20) Bey ire heh ee a 113 14 [44 
Athylalkohol .......... fotel hehe I Malonamid ts \ria.cu ate vist 44 |13 [12 
Methylurethan .......... ome 2n)3 | | 
|Athylenglykol ..........| 3| 4| 5|| Gruppe IV (MRp > 30) | 
\Propionamid ............ Calon ieee Dtiat iv icitra tea. yao ern: FU gE ie 
PECUAE 2 oe ces. | 5| 5/41 fTrimethylcitrat .........: ; 2/2] 4] 
‘Methylharnstoff ........ | 6} 6} 6 a aueets ECS Saw eenee cite | 2-|-4°1°6 
PEE AMIS CEL Rh hae TG 54 Pea ame mieeitiakonbydratee rire: 4/51) 3 
ot: | THUR a Meio ate tits (Sues ae 
Gruppe III (MRp=20—30), Diadthylharnstoff ........ Gal 6405 
inylurethan--.,....-.. teh eee rArabinose me. 0. centr gui | 7140 110 
POV ACLATIIG) io ae fe 6 bye 2) 2 21|Methylglukosid ........ TESA e9 
meputyramid * fo... 6. o... 3% 1Sul |Glakose’ ©. F.as a0. ee Aa 
a-Monochlorhydrin ...... Sioa NMAltOSe ie svar cla cena aleve ak 208 PANO NAS 
Glycerinmonodthylather ..| 5| 7| 3 { Arbutin Noord, tengo taiend Deol 
SC CUMIITNIC Perse was ois Tan sae One Oui Sal Uvicgi ites fusca neice cack calc | 7 |40 |42 
Dimethylharnstoff ...... a Se all Ue COSC ceclls eosienenats ieee PAN LOOMS 
PVG LS COME comererene 6 G04 yx eel By Moe Sub (etil o. foatco gto Doe ao wt ee ted 
(CUS ACSIGELT | > False sc Sion tase un schon ace 9 |42 |10 (Saccharose Si Re aa Re ER | 7 |40 |44 


Tafel XII, S.105, zeigt schliesslich das Verhaltnis des Permeiervermégens 
der untersuchten Verbindungen zu ihrer relativen Atherléslichkeit, unter 
gleichzeitiger Beriicksichtigung der Molrefraktionen, graphisch dargestellt. 
Auf dieser Tafel sind die Logarithmen der Verteilungskoeffizienten der ver- 
schiedenen Verbindungen als Abszisse eingetragen. Fiir samtliche Verbin- 
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dungen, fiir die nur die Héchstgrenze der relativen Atherloslichkeit bestimmt 
wurde, ist als Koeffizient 0.0001 gewahlt worden, also als Logarithmenwert 
—4. Da ich den Verteilungskoeffizienten von Wasser nicht bestimmt habe, 
bringe ich diese Verbindung auf der Tafel so an, dass ich die relative Ather- 
loslichkeit des Wassers, gemiss den Oberflachenaktivitatsbestimmungen 
(S. 94), als zwischen Malonamid und Dicyandiamid stehend voraussetze. 
— Als Ordinate waren eigentlich die dem Permeiervermégen der unter- 
suchten Verbindungen entsprechenden Zahlenwerte zu benutzen. Da nun 
jedoch, wie friiher hervorgehoben, nur fiir wenige Verbindungen ein der- 
artiger Zahlenwert (P-Wert) direkt bestimmt werden konnte, musste hier . 
leider ein etwas willkiirlicher Massstab fiir das Permeiervermégen benutzt 
werden. Als solchen brauche ich den Ausdruck 1—z, wobei der 2-Wert der 
reduzierten Kurven 1/, Stunde nach Versuchsbeginn gewahlt wurde. Fiir 
die zwischen Erythrit und Saccharose liegenden Verbindungen wurde statt- 


—<F 
dessen der Wert > -genommen, dabei aber der 1 Stunde entsprechende 


a-Wert benutzt. Es ist klar, dass dieses Verfahren, namentlich angesichts 
der ungleichen Form der Plasmolysekurven, einigermassen willkiirlich ist. 
Indessen diirfte dies die Darstellung nicht wesentlich beeintrachtigen, denn 
es ist leicht zu erkennen, dass die 1/, St.-7-Werte fast ganz regelmassig 
um so kleiner sind, je grésser das Permeiervermégen ist (vgl. Tabelle II). 
Das Permeiervermégen von Wasser ist als ebenso gross wie das von Tri- 
athylcitrat bewertet worden. Dass Wasser tatsachlich zum mindesten etwa 
so rasch wie der erwadhnte Ester in die Zellen permeiert, ist wohl ziemlich 
sicher, da eine hypotonische Saccharoselésung von bekannter Starke bei Zu- 
satz von Triathylcitrat sich fiir dieselben Zellen als — wenn auch sehr 
schwach — hypertonisch erweist. — -Auf Tafel XII sind die verschiedenen 
Verbindungen als ungleich grosse Punkte eingetragen, entsprechend der 
Grésse ihres Molekularvolumens. 
Eine Betrachtung der Tafel fiihrt in erster Linie zu dem Resultat, dass — 
das Permeiervermégen sich in grossen Ziigen nach der relativen Atherlés- 
lichkeit richtet. Man sieht dies daran, dass sich die Punkte ganz deutlich 
um eine S-formig gebogene Linie gruppieren, die mit wenig atherléslichen 
und wenig permeierfahigen Verbindungen anfangt und mit reichlich ather- 
léslichen und leicht permeierenden Stoffen endet. Von dieser allgemeinen 
Regel bilden indessen, wie aus der Darstellung hervorgeht, Wasser, Athylen- 
glykol, Formamid und Acetamid besonders auffallende Ausnahmen, indem 
sie im Verhaltnis zu ihrer relativen Atherléslichkeit unverhaltnismassig per- 
meierfahig sind. Alle genannten vier Verbindungen haben eine Molrefrak- 
tion, die unterhalb 15 liegt. Wo stehen nun auf der Tafel die anderen, ihrem 
Molekularvolumen nach ungefahr gleich grossen Verbindungen: Methyl- 
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alkohol, Athylalkohol und Harnstoff? Von diesen sind die zwei erstgenann- 
ten so atherléslich, dass, auch wenn sie im Verhaltnis zu ihrer Atherléslich- 
keit zu schnell permeierten, dies in der graphischen Darstellung doch nicht 
deutlich zum Ausdruck kommen kann. Das Permeiervermégen von Harn- 
stoff schliesslich scheint, mit demjenigen von Glycerin verglichen, den rela- 
tiven Atherléslichkeiten dieser beiden Verbindungen zu entsprechen, ob- 
gleich das Molekularvolumen des Harnstoffs bedeutend kleiner ist. Ver- 
gleichen wir aber den Harnstoff mit Schwefelharnstoff, Dicyandiamid, 
Laktamid und Methylharnstoff, so sehen wir, dass auch sein Permeierver- 
mégen im Vergleich zu seiner relativen Atherléslichkeit etwas zu gross ist. 
Somit kommen wir auch auf Grund dieser Betrachtung zu der schon oben 
aufgestellten Behauptung, dass das Permeieren extrem kleinmolekularer 
Verbindungen durch das Rhoeo-Plasma rascher erfolgt, als man ihrer rela- 
tiven Atherléslichkeit nach voraussetzen sollte. Dies betrifft namentlich 
solche Verbindungen, deren Molrefraktion unter 15 ist. Doch lasst die Be- 
trachtung der Tafel XII es nicht ganz unwahrscheinlich erscheinen, dass 
vielleicht auch noch Stoffe, deren MR, etwa 15—20 betragt, im Verhaltnis 
zu ihrer Atherléslichkeit etwas zu rasch permeieren. Die vier untersuch- 
ten Verbindungen, deren MR,, von dieser Grésse ist, namlich Methylurethan 
(16.5), Methylharnstoff (18.5), Propionamid (19.5) und Glycerin (20.8), be- 
finden sich, wie ersichtlich, tatsachlich in der graphischen Darstellung alle 
etwas oberhalb der Mittelwertlinie. Dagegen zeigt das besonders langsame 
Permeieren von Malonamid (22.9), dass bereits Molekiile von dieser Grdésse 
nur nach Massgabe ihrer Atherloslichkeit permeieren. Und ebenso sehen 
wir die Molekiile der zwei gréssten Gruppen (MR, =22—30 bzw. > 30) ganz 
gleichmassig sowohl ober- wie unterhalb der Mittelwertkurve zerstreut. 

Es ist nun im Hinblick auf das eben Gesagte von grossem Interesse, 
dass PoryArvi (55) bei seinen eben veréffentlichten, nach ganz andersartigen 
Methoden ausgefiihrten Untersuchungen iiber die Permeabilitat der Rhoeo- 
Zellen fiir Basen zu ganz derselben Regelmassigkeit gekommen ist. Er 
fand namlich, dass Ammoniak (MR,=5.»—8.4), Methylamin (10.2—14.0) 
und Hydrazin (9.4—16.8s) deutlich permeierfahiger sind, als auf Grund ihrer 
relativen Atherléslichkeit zu erwarten ware, wahrend bereits Athylendiamin 
(18.2—25.7) mit durchaus »normalery Geschwindigkeit permeiert. Auch in 
diesem Falle muss also die kritische Teilchengrésse etwa der Molrefraktion 
15—20 entsprechen. 

Bis jetzt haben wir in diesem Kapitel bloss die experimentell feststell- 
baren Beziehungen zwischen dem Permeiervermégen verschiedener Ver- 
bindungen und deren relativer’ Atherldslichkeit und Molekulargrésse be- 


sprochen. Wir kommen nun zu der Frage, wie diese Beziehungen zu erklaren 
sind. 
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Die einfachste Erklarung fiir den konstatierten Parallelismus zwischen 
Permeiervermégen und Atherléslichkeit scheint mir die Annahme zu bieten, 
dass die osmotisch massgebenden Schichten der Protoplasten von Rhoeo 
Stoffe enthalten, deren Lésungsvermégen im grossen und ganzen mit dem- 
jenigen des Athers iibereinstimmen. Es wiirde sich also um irgendwelche 
Lipoide handeln, deren nahere Beschaffenheit allerdings noch zu erforschen 
ware. Diese Erklarung kommt mir um so wahrscheinlicher vor, da es, wie 
im vorigen Kapitel gezeigt wurde, schwer ist, die Permeabilitatseigenschaf- 
ten der Rhoeo-Protoplasten allein auf die Wirkung von Oberflachenkraf- 
ten zurtickzufiithren. Damit soll allerdings nicht behauptet werden, dass 
neben den Lésungsvorgangen nicht auch noch poe on rere die Per- 
meabilitat beeinflussen kénnen. 

Die ganz regelmdssigen Abweichungen von dem genannten Parallelis- 


mus zwischen Permeiervermégen und Atherléslichkeit, — indém eben die 
extrem kleinen Molekiile immer leichter permeieren, als auf Grund ihrer 
Atherloslichkeit zu erwarten ware, — deuten darauf hin, dass neben der 


Lipoidléslichkeit auch dem Ultrafilterprinzip eine gewisse Bedeutung bei 
der Erklarung der Permeabilitatseigenschaften der Rhoeo-Protoplasten zu- 
kommt. Es scheint namlich, dass Molekiile, deren Molrefraktion kleiner 
als etwa 15—20 ist, auch unabhangig von ihrer eventuellen Lipoidléslich- 
keit durch enge, vermutlich wassererfiillte Poren das Plasma durchsetzen 
k6énnen, wahrend groéssere Molekiile offenbar nicht in diese Poren einzu- 
dringen vermégen. 

Die bisher bekannten Permeabilitatseigenschaften der Protoplasten von 
Rhoeo waren somit am besten zu verstehen auf Grund einer Hypothese, die 
eine Kombination der Ljipoidléslichkeitshypothese OVERTON’s mit dem 
zuerst von M,. TRAUBE ausgesprochenen Molekiilsieb- oder Ultrafilterprinzip 
darstellt 1). Fiir diese Kombination, die im Jahre 1925 von COLLANDER 


1) Ich gebe zu, dass unter meinen Ergebnissen auch solche sind, die dem 
Anschein nach nicht ganz in den Rahmen der besagten Theorie passen. So 
habe ich festgestellt, dass z. B. Glycerin rascher als Schwefelharnstoff per- 
meiert, obgleich diese letztere Verbindung ihrem Molekularvolumen nach fast 
gleich gross ist wie Glycerin und ihre relative Atherléslichkeit grésser als 
die des Glycerins. Schwefelharnstoff und Glycerin bilden iibrigens nicht die 
einzige derartige Ausnahme. Ahnlich sind z. B. noch Laktamid und Di- 
eyandiamid, sowie Succinimid und Glycerinmonoathylather. Irgendwie ge- 
wichtige Beweise gegen die aufgestellte Theorie bilden indessen diese Fest- 
stellungen nicht. Im Gegenteil erscheinen sie sehr begreiflich, wenn man be- 
denkt, dass die unbekannten Lipoide der Plasmahaut doch nicht gut in allen Ein- 
zelheiten hinsichtlich ihrer Lésungseigenschaften mit dem Athylather iiber- 
einstimmen kénnen. (Auch geben die Molrefraktionen ja nicht immer genau 
das wirkliche Gréssenverhaltnis der Molekularvolumina der untersuchten Ver- 
bindungen in wasserigen Lésungen an.) 
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unter Hinweis auf altere, ahnliche Gedankengainge NaTHANSOHN’s (40 u. 41) 
zur Erklarung der Protoplasmapermeabilitat empfohlen wurde, hat Por- 
jArvi den Namen Lipoidfilterhypothese vorgeschlagen. Wenn ich jetzt 
diesem Vorschlag folge, bin ich mir dabei wohl bewusst, dass bereits die Mo- 
saikhypothese NaTHANSOHN’s beziiglich des Baus der Plasmahaut der 
CoLLANDER’schen Lipoidfilterhypothese sehr nahe kommt. Dagegen unter- 
scheiden sich die beiden Hypothesen voneinander darin, dass NATHANSOHN 
den Gedanken an eine Siebwirkung der Plasmahaut abweist, wahrend Cor- 
LANDER im Gegenteil auf die Tatsache aufmerksam macht, dass extrem 
kleine Molekiile leichter permeieren, als auf Grund ihrer sonstigen Eigen- 
schaften zu erwarten ware, und hieraus auf eine Ultrafilterwirkung des Proto- 
plasmas schliesst. 


IV. Vergleich mit anderen Zellen. 


Bei meinen Permeabilitatsstudien habe ich mich auf ein einziges Ob- 
jekt, die Epidermiszellen von Rhoeo discolor, beschrankt. Es ware nun selbst- 
verstandlich von grossem Interesse, zu wissen, wie andere Zellarten sich 
denselben Verbindungen gegeniiber verhalten. Im folgenden sollen deshalb die 
von mir an Rhoeo erzielten Ergebnisse mit den Resultaten von drei anderen 
Untersuchungen, in denen gleichfalls das Permeiervermégen einer grossen An- 
zahl von verschiedenen Nichtelektrolyten studiert wurde, verglichen werden. 

Zuerst mégen die mittels der Wagemethode ausgefiihrten, eingehenden 
Studien OvERTON’s (51) an den Muskelfasern des Frosches betrachtet wer- 
den. Dass ich unter den zahlreichen von OVERTON studierten Objekten ge- 
rade dieses Beispiel herausgreife, geschieht deshalb, weil OVERTON beziiglich 
keines anderen Objektes so viele Einzeltatsachen mitteilt. Unter den von 
ihm an Froschmuskeln studierten Nichtelektrolyten waren auch die meisten 
von mir an Rhoeo untersuchten Verbindungen. Leider hat OvERTON je- 
doch nicht die Reihenfolge der Permeierfahigkeiten samtlicher von ihm 
untersuchten Verbindungen angegeben. Was er aber in dieser Hinsicht an 
Kinzeltatsachen. mitteilt, geniigt, wie wir im folgenden sehen werden, voll- 
auf, um die diberraschend grosse Ubereinstimmung hinsichtlich der Permeabi- 
litatseigenschaften dieser zwei sonst so verschiedenartigen Objekte darzutun. 

Ausserst rasch permeieren nach OvERTON in die Muskelfasern die ein- 
wertigen Alkohole, z.B. Methyl- und Athylalkohol, ferner Methyl- und 
Athylurethan, sowie Triathylcitrat. Ein Blick auf Tabelle II, S. 87, zeigt, 
dass gerade die genannten Verbindungen am allerschnellsten auch in die 


Rhoeo-Zellen eindringen. Auch Antipyrin dringt »sehr leicht» sowohl in die 
Muskelfasern wie in die Rhoeo-Zellen ein. 
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Bedeutend langsamer als Athylalkohol permeieren nach OvERtToN die 
zweiwertigen Alkohole, von denen unter anderen Athylenglykol und Pina- 
kon als Beispiele genannt werden. Noch erheblich langsamer als Glykol 
permeiert Glycerin in die Muskelfasern; Erythrit wiederum dringt »nur noch 
ausserst langsam» ein. Die Acetine des Glycerins dringen leichter als das 
Glycerin selber in die Muskelfasern ein. Monochlorhydrin permeiert »unge- 
fahr so schnell» wie Athylenglykol und ebenso die Fettsdureamide, von denen 
Valeramid schneller als Acetamid in die Muskelfasern eindringt, wahrend 
Laktamid »nicht ganz unbedeutend langsamer) als Acetamid permeéiert. 
Alles dies gilt nach meinen Beobachtungen auch fiir die Rhoeo-Zellen. 

Fiir Harnstoff und Thioharnstoff sind nach OvERToN die Muskelfasern 
»schwerer durchlassig als fiir Glycerin, aber leichter als fiir Erythrit». Methyl- 
harnstoff permeiert »schnellery) und Thioharnstoff »etwas schnellery als der 
gewohnliche Harnstoff. Die Dialkylharnstoffe sind noch permeierfahiger. 
Auch dies lasst sich ohne weiteres auf die Rhoeo-Zellen iibertragen. 

Endlich permeieren die fiinf- und sechswertigen Alkohole und die ihnen 
entsprechenden Pentosen und Hexosen sowie die Disaccharide und das zu 
den Glukosiden gehérende Salicin »nicht merklichy in die Froschmuskelfa- 
sern, was ja mit ihrer kaum nachweislichen Permeation in die Rhoco-Zellen 
im Hinklang steht. 

Im Vergleich zu diesen zahlreichen, héchst auffalligen Ubereinstimmuh- 
gen zwischen den Permeabilitatseigenschaften der Froschmuskelfasern und 
derjenigen der Epidermiszellen von Rhoeo ‘sind die paar Unterschiede, die 
sich beim genauen Vergleich der Angaben OVERTON’s mit meinen Befun- 
den ergeben, von untergeordneter Bedeutung. So z. B. gibt OVERTON an, 
dass Succinimid »etwas schnellery als Acetamid in die Muskelfasern ein- 
dringt. In die Rhoeo-Zellen permeieren sie dagegen, wie ich gefunden habe, 
genau gleich schnell. Auch fand Overton, dass Pinakon »sehr deutlich 
schnellery in die Muskelfasern eindringt als Athylenglykol, wahrend ich da- 
gegen finde, dass diese beiden Verbindungen so ziemlich gleich schnell in die 
Rhoeo-Zellen eindringen. Irgendwelche andere direkte Widerspriiche zwischen 
den Angaben OvrrTon’s beziiglich der Permeabilitat der Froschmuskelfasern 
und meinen eigenen Beobachtungen iiber die Durchlassigkeit der Epidermis- 
protoplasten von Rhoeo habe ich aber nicht finden kénnen'). Ich sehe hierin 
einen schlagenden Beweis fiir die Richtigkeit der Behauptung OvERTon’s, 
dass die verschiedenartigsten Tier- und Pflanzenzellen hinsichtlich ihrer 
Permeabilitat fiir geloste Stoffe einander ausserordentlich ahnlich sein kénnen. 


=) Uber die Permeabilitat der Froschmuskelfasern fiir Formamid, an wel- 
chem Stoff die Durchbrechung der Lipoidldslichkeitsregel zu Gunsten des 
Ultrafilterprinzips vermutlich am deutlichsten zu beobachten ware, finden 
_sich bei OVERTON keine Angaben. 
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Allerdings mag es sein, dass OVERTON die Ubereinstimmung in der Per- 
meabilitat verschiedenartiger Zellen doch ein wenig iibertrieben hat. Ver- 
gleichen wir z. B. meine Befunde an Rhoeo mit den Ergebnissen der Unter- 
suchung von Monp und Fr. Horrmann (37) iiber die Permeabilitat der 
Blutkérperchen beim Rind, so miissen wir hier neben einer weitgehenden, 
sehr beachtenswerten prinzipiellen Ubereinstimmung doch auch zahlreiche, 
zum Teil recht auffallende Unterschiede in den Details feststellen. 

Monp und HorrMann teilen die von ihnen untersuchten Verbindun- 
gen nach ihrer Permeiergeschwindigkeit in drei Gruppen ein. Zur Gruppe 
der am schnellsten permeierenden Verbindungen gehéren Harnstoff, Schwe- 
felharnstoff, Methylharnstoff, Diathylharnstoff und Glykol. Massig schnell 
permeieren Laktamid, Monacetin, Malonamid und Glycerin. Am langsam- 
sten endlich permeieren Erythrit, Arabinose, Glukose und Saccharose. Be- 
sonders auffallig an diesen Befunden ist, wenn man sie mit den entsprechen- 
den Ergebnissen bei Rhoeo vergleicht, dass Harnstoff und Schwefelharnstoff 
-schneller als z. B. Glycerin und Monacetin in die Blutkérperchen eindrin- 
gen, und dass das in die Rhoeo-Zellen kaum merkbar permeierende Malona- 
mid schneller als Erythrit permeiert. (Die sehr grosse Permeabilitat der 
Erythrozyten fiir Harnstoff ist auch z.B. von Jacoss (28) iiberzeugend 
dargelegt worden.) Dies bedeutet aber héchstwahrscheinlich nicht, dass 
der Modus der Stoffaufnahme bei den Blutkérperchen ein anderer ware als 
bei den Protoplasten von Rhoeo. Vielmehr liesse sich der beobachtete Unter- 
schied leicht erklaren unter der Annahme, dass die Porengrésse der Plasma- 
haut bei den Blutkérperchen grésser ist, so dass der Grenzwert fiir die Durch- 
lassigkeit lipoidunléslicher Verbindungen, wie Mond und HorrFMaNwn selbst 
annehmen, bei einer Molrefraktion von etwa 25 liegt, wahrend der entspre- 
chende Grenzwert fiir die Rhoeo-Zellen, wie erwahnt, etwa 15—20 betragt. 

Wenn wir uns schliesslich den von RUHLAND und C. HorrmMann (70) 
an Beggiatoa mirabilis erzielten Ergebnissen zuwenden, stossen wir hier auf 
ganz andersartige Verhaltnisse. Die Lipoidléslichkeit der Verbindungen soll 
fiir das Permeiervermégen hinsichtlich der ‘Beggiatoa-Zellen ganz bedeu- 
tungslos sein. Vielmehr wiirde das Permeiervermégen fast ausschliesslich vom 
Molekularvolumen abhangen, so dass das Plasma sich wie ein typischer Ultra- 
filter verhielte. So interessant nun auch die merkwiirdigen Permeabilitats- 
eigenschaften der Beggiatoa-Zellen sind, erscheint es doch nicht méglich, 
die an diesem Objekt gewonnenen Ergebnisse zu verallgemeinern. Gewiss, 
das Ultrafilterprinzip spielt auch fiir die Permeabilitat anderer Zellen eine 
gewisse Rolle, aber soweit die bisherigen Untersuchungen zeigen, im allge- 
meinen doch nur eine verhaltnismassig bescheidene Rolle im Vergleich zu 
der iiberragenden Bedeutung der J,ipoidléslichkeit bzw. der Oberflachen- 
aktivitat. : 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurde versucht, die Protoplasmapermeabilitat der Epidermis- 
zellen von Rhoeo discolor fiir zahlreiche Nichtelektrolyte auf plasmolytischem 
Wege zu bestimmen. Offenbar eignet sich das genannte Objekt aussergewohn- 
lich gut fiir derartige Bestimmungen. 

2. Der Verlauf der Plasmolyse und der Deplasmolyse in Lésungen von 
38 verschiedenen Verbindungen wird in Form von Kurven dargestellt. 

3. Bei allen geniigend rasch permeierenden, nicht allzu schadlichen Stof- 
fen wird festgestellt, dass ihr Permeieren aus der Aussenlésung in die Zellen 
bis zum anndhernden Konzentrationsverhaltnis 1:1 stattfindet. 

4, In allen den Fallen, wo es méglich war, das Permeieren einer bestimm- 
ten Verbindung vom Versuchsbeginn bis zum annahernden Konzentrations- 
ausgleich genau zu verfolgen, wurde beobachtet, dass der Permeations- 
vorgang — im grossen und ganzen wenigstens — gemass dem Ficx’schen 
Diffusionsgesetz erfolgte. Dieser Umstand, sowie die im vorhergehenden 
und im folgenden Punkt erwahnten Beobachtungen sprechen sehr dafiir, 
dass die Permeation der untersuchten Verbindungen im wesentlichen. einen 
Diffusionsvorgang darstellt und nicht auf eine aktive Betatigung der leben- 
den Protoplasten zuriickzufiihren ist. Auch findet in den untersuchten Fal- 
len keine merkbare Veranderung der Permeabilitat wahrend des Permea- 
tionsprozesses statt. 

5. In allen den Fallen, wo die Endosmosegeschwindigkeit einer be- 
stimmten Verbindung mit deren Exosmosegeschwindigkeit verglichen wurde, 
erwiesen sich diese ceteris paribus als gleich gross. 

6. Fiir einige — allerdings verhaltnismassig wenige — Verbindungen 
habe ich die »Permeationskonstanten)» bestimmen k6nnen, die ein direktes 
Mass des Permeiervermégens der betreffenden Verbindungen darstellen. 
Die ermittelten Permeationskonstanten finden sich in Tabelle I, S. 83, zu- 
sammengestellt. — In bezug auf die iibrigen von mir untersuchten Verbin- 
dungen habe ich mich jedoch darauf beschréanken miissen, — unter kri- 
tischer Priifung des allgemeinen Verlaufs der Plasmolysekurven und unter 
genauer Beriicksichtigung der in Frage kommenden Fehlerquellen, — die 
Reihenfolge ihrer relativen Permeierfahigkeiten zu ermitteln. Diese Reihen- 
folge ist aus Tabelle II, S. 87, ersichtlich. 

7. Im allgemeinen erweist sich das relative Permeiervermégen der ver- 
schiedenen von mir untersuchten Verbindungen in bezug auf die Rhoeo- 
Zellen als in hohem Grade iibereinstimmend mit den friiheren OVERTON’- 
schen Untersuchungsergebnissen, z. B. an Froschmuskelfasern. Auf die 
Gemeingiiltigkeit dieser Resultate weisen auch Monp’s und HoFFMANN’s 
an Rinderblutkérperchen erzielte Resultate hin. 
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8. Die Erscheinungen der positiven Adsorption kénnen m. E. die beob- 
achteten Permeationserscheinungen nicht erklaren. Auch den Einfluss der 
negativen Adsorption als eines die Permeierfahigkeit entscheidend bestimmen- 
den Faktors halte ich fiir einigermassen unwahrscheinlich. 

9. Noch weniger lassen sich die gewonnenen Ergebnisse mittels der 
reinen Ultrafiltertheorie erklaren. 

10. Zwischen der relativen Atherléslichkeit der untersuchten Verbin- 
dungen und der Permeierfahigkeit derselben konstatiere ich einen augen- 
falligen Parallelismus. Indessen permeieren die besonders kleinen Mole- 
kiile (solche, deren Molrefraktion kleiner als ca. 15 ist) leichter, als,man 
ihrer Atherléslichkeit nach erwarten sollte. Unter diesen Umstanden 
k6nnen meines Erachtens die Permeabilitatseigenschaften der Rhoeo-Proto- 
plasten am besten durch eine Komibination der Lipoidldslichkeits- und der 
Ultrafilterhypothese erklart werden, indem man annimmt, dass die grossen 
und mittelgrossen Molekiile in den Lipoiden gelést permeieren, wahrend 
die allerkleinsten Molekiile auch durch zwischen den Lipoidteilchen befind- 
liche Poren eindringen kénnen. 
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